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INTRODUCCIÓN. Actualmente, el cáncer colorrectal (CCR) continúa mostrando unos 
altos índices de incidencia en todo el mundo. La evolución en sistemas de cribado ha 
logrado establecer diagnósticos en etapas precoces de la enfermedad, cuando casi la 
mayoría de los protocolos de tratamiento son exitosos, consiguiendo una mejoría en la 
supervivencia global (SG) de los pacientes. En el manejo clínico y terapéutico del CCR 
se requiere del análisis de biomarcadores moleculares, como las mutaciones KRAS o 
BRAF, las cuales están asociadas con la aparición de resistencia a la terapia con agentes 
biológicos. El genotipado tumoral generalmente se realiza utilizando el acido 
desoxirribonucleico (ADN) extraído de biopsias de tejido fijado con formalina y 
embebido en parafina (FFPE), aunque en los últimos años se han realizado estudios sobre 
el ADN libre obtenido de muestras sanguíneas. En etapas tempranas de la enfermedad, 
los niveles de copias mutadas del ADN circulante (ADNc) pueden ser, en algunos casos, 
demasiado bajos para su detección. Por lo tanto, es necesario métodos alternativos 
extremadamente sensibles y no invasivos para mejorar la detección y lograr una 
cuantificación precisa de estos biomarcadores. Las muestras fecales son una fuente 
alternativa y no invasiva de material genético para el genotipado de lesiones tumorales 
en el CCR. Hasta la fecha, se han propuesto varias estrategias basadas en el análisis de 
marcadores moleculares en muestras fecales, aunque su aplicación en la práctica clínica 
sigue siendo limitada debido a su costo elevado y sensibilidad reducida en etapas 
tempranas de la enfermedad. 
 
OBJETIVOS. El objetivo principal de este estudio fue evaluar el potencial diagnóstico 
de la PCR digital (ddPCR) para detectar la mutación KRASG12D en el ADN obtenido de 
muestras fecales de pacientes con CCR, como prueba de concepto de la aplicabilidad de 
esta tecnología como método no invasivo para el estudio de biomarcadores clínicamente 
relevantes asociados al ADN de muestras fecales. 
 
MÉTODOS. Fue necesario el desarrollo de una metodología adecuada para la obtención 
de ADN humano, desde muestras fecales de pacientes con CCR, en una cantidad y calidad 
aceptables para su estudio. Una vez obtenido dichas muestras de ADN y utilizando la 
tecnología ddPCR se detectó la mutación KRASG12D, comparando posteriormente dichos 
resultados con la técnica de pirosecuenciación, la cual se utiliza de forma estándar en la 





RESULTADOS Y DISCUSIÓN. Se recolectó e incluyó en el estudio las muestras de 
tejido tumoral FFPE y muestras fecales de un total de 70 pacientes con CCR. Se 
dividieron los subgrupos según la localización del tumor primario: 26 en colon 
DERECHO (37,2%), 36 en colon IZQUIERDO (51,4%) y 8 en RECTO (11,4%). Del 
total, se detectó mediante pirosecuenciación la mutación del gen KRAS en 33 muestras de 
tejido tumoral FFPE (47,1%) y 37 fueron catalogadas como KRAS wild-type (52,9%). La 
mutación KRASG12D establecida previamente mediante pirosecuenciación fue detectada 
mediante la tecnología de ddPCR en el ADN derivado del tumor FFPE en el 100% de los 
casos y en el 80% del ADN derivado de muestras fecales de pacientes con CCR. 
La tecnología ddPCR, que ha mejorado la sensibilidad en la detección de mutaciones de 
alelos minoritarios en bajas concentraciones de ADN a partir de fluidos biológicos, como 
plasma y orina, se basa en reacciones de amplificación de hasta diez mil gotas 
microscópicas en una escala de nanolitros, logrando la amplificación por PCR de las 
moléculas contenidas en cada gota. En el campo de la Oncología, el análisis de fluidos 
biológicos está ganando un interés creciente como una herramienta no invasiva y 
predictiva de gran valor clínico para controlar la progresión de la enfermedad y la 
respuesta al tratamiento haciendo innecesarias las biopsias en serie. 
Este es el primer estudio que describe la detección de la mutación KRASG12D en el ADN 
derivado de heces de pacientes con CCR utilizando una plataforma de ddPCR disponible 
en el mercado, incluso en individuos con etapas tempranas de la enfermedad. ddPCR 
sirvió como una herramienta confiable para detectar esta mutación clínicamente relevante 
en el ADN derivado de heces de pacientes con CCR. Se han investigado varias estrategias 
basadas en heces que involucran PCR digital para analizar mutaciones relevantes para el 
manejo del CCR. Sin embargo, ninguno de estos enfoques ha sido desarrollado y 
sometido a validación clínica para la detección de ADN en heces hasta la fecha. Las 
ventajas de la tecnología ddPCR, junto con la instrumentación y los protocolos que puede 
adoptar cualquier laboratorio, respaldan una posible traducción de este enfoque a los 
escenarios clínicos. Nuestros resultados muestran que la detección de la mutación 
KRASG12D en el ADN derivado de heces por ddPCR es un enfoque rápido, simple y 
asequible que podría adaptarse para detectar otros biomarcadores moleculares 
clínicamente relevantes para el manejo del CCR. A la luz de nuestros resultados, se podría 
proponer que el análisis de biomarcadores por ddPCR en muestras de heces puede 




CONCLUSIONES. El método preoperatorio desarrollado en este estudio permite la 
obtención de ADN humano a partir de muestras fecales de pacientes diagnosticados de 
CCR en una concentración y pureza suficientes para su análisis mediante ddPCR.  
La detección de la mutación G12D del gen KRAS mediante ddPCR en el ADN obtenido 
a partir de tejido tumoral FFPE es eficaz y equiparable con los resultados obtenidos 
mediante pirosecuenciación. Esta mutación tuvo una incidencia mayoritaria en los 
pacientes incluidos en nuestro grupo de estudio.  
Por otro lado, la detección de la mutación G12D del gen KRAS mediante ddPCR en el 
ADN obtenido a partir de muestras fecales de pacientes con CCR es factible y 
reproducible y en la mayor parte de los casos es comparable con la técnica de 
pirosecuenciación. 
La mutación del gen KRAS, la cual se indentificó en su mayoría de los casos en tumores 
localizados en colon izquierdo, se asoció a una menor supervivencia libre de enfermedad 
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INTRODUCTION. Nowadays, colorectal cancer (CRC) continues to show very high 
rates of incidence throughout the world. The evolution in screening systems has managed 
to establish diagnoses in early stages of the disease, when almost the majority of treatment 
protocols are successful, achieving an improvement in the overall survival (OS) of 
patients. CRC clinical and therapeutic management requires the analysis of molecular 
biomarkers, such as KRAS or BRAF mutations, which are associated to biological therapy 
resistance. Generally, tumor genotyping is performed using deoxyribonucleic acid (DNA) 
extracted from formalin-fixed and paraffin-embedded tissue (FFPE), although studies on 
free DNA obtained from blood samples have been conducted in recent years. On early 
stages of the disease, levels of mutated copies of circulating DNA (cDNA) may be too 
low to be detection. Therefore, is necessary to find alternative sensible and non-invasive 
methods to improve screening and precise detection of these biomarkers. Stool samples 
are a non-invasive alternative for genotyping of tumor lesions in the CRC. To date, 
several strategies have been proposed based on the analysis of molecular markers in stool 
samples but have a limited use in clinical practice due to its elevated cost and low 
sensibility at early stages of the disease. 
 
OBJETIVES. The main objective of this study was to evaluate the diagnostic potential 
of digital PCR (ddPCR) to detect the KRASG12D mutation in the DNA obtained from fecal 
samples from patients with CRC, as proof of concept of the applicability of this 
technology as a non-invasive method for the study of clinically relevant biomarkers 
associated with DNA from stool samples. 
 
METHODS. It was necessary to develop a suitable methodology for obtaining human 
DNA from stool samples, in an acceptable quantity and quality for their study. Once these 
DNA samples were obtained and using the ddPCR technology, the KRASG12D mutation 
was detected. Later, we compared our results with those obtained with the 
pyrosequencing technique, which is the standard to detect mutations on tumoral tissue. 
 
RESULTS AND DISCUSSION. We obtained tumoral tiusse processed with FFPE and 
stool samples from 70 CRC. They were divided into subgroups according to localization 
of the primary tumor: 26 in the right colon (37.2%), 36 on left colon (51.4%) and 8 on 
the rectum (11.4%). Using pyrosequencing technique, we detected KRAS on 33 samples 




KRASG12D mutation previously stablished by pyrosequencing was detected on the DNA 
derived from the FFPE tumor tissue in 100% of the cases and in 80% of the DNA derived 
from stool samples using ddPCR technology. 
The ddPCR technology has improved sensibility on the detection of minority alleles 
mutations on low concentrations of DNA obtained from biological fluids, such as plasma 
or urine, is based on amplification reactions of up to ten thousand microscopic droplets 
on a nanoliter scale , achieving the amplification by PCR of the molecules contained in 
each drop. In the field of Oncology, the analysis of biological fluids is gaining increasing 
interest as a non-invasive and predictive tool of great clinical value to control the 
progression of the disease and its response to treatment, making biopsies unnecessary. 
This is the first study that describes the detection of KRASG12D mutation in the DNA 
derived from stool samples of CRC patients using the ddPCR platform available on the 
market. ddPCR was useful and reliable, even on patients at early stages of the disease. 
There are some other techniques based on the analysis of stool samples involving digital 
PCR to detect mutations, but there hasn´t been fully developed or validated. Our results 
show that detection of the mutation KRASG12D on DNA taken from stool samples, is a fast, 
simple and accesible approach, that could be adapt in order to detect clinically relevant 
biomarkers in the management of CRC. In light of our results, it could be suggesting that 
ddPCR on stool samples could complement current methods of detection of CRC. 
 
CONCLUSIONS. The method used in this study, allows the collection of human DNA 
from stool samples of CRC patients, on a concentration and purity sufficient enough to 
make its ddPCR analysis possible.  
The G12D mutation from KRAS gen, detected on DNA from FFPE tumoral tissue 
procesed by pyrosequencing technique, has a predominant incidence on CRC patients 
included on our study. 
On the other hand, detection of G12D mutation through ddPCR on DNA obtained from 
stool samples from CRC patients, is feasible and replicable. Plus, in most of cases, it is 
comparable with the pyrosequencing technique. 
Mutation of the KRAS gene, which was identified in the majority of cases in tumors 
located in the left colon, was associated with a lower disease-free survival in the 
postoperative clinical follow-up in the patients studied.







































El cáncer es el resultado de un acúmulo de cambios genéticos y epigenéticos en un clon 
celular que consigue alterar la correcta regulación de las funciones celulares básicas(1). 
Una teoría de la naturaleza genética del cáncer fue propuesta por el biólogo alemán 
Theodore Boveri en 1914 en su artículo Concerning the Origin of Mallignant 
Tumours(2). Este artículo argumentaba que el cáncer se inicia a partir de una sola célula, 
la cual adquiere una capacidad de división incontrolada. La idea del cáncer como una 
enfermedad monoclonal obtuvo un fuerte apoyo en años posteriores, aunque la 
inestabilidad genética subyacente, cuyo resultado es una acumulación de alteraciones en 
la progenie celular, es actualmente poco conocida. En 1976, Nowell sugirió que el 
desarrollo del cáncer seguía las reglas de la evolución, lo cual implica una selección 
natural de cualquier tipo de cambio que logre un beneficio en la supervivencia celular, 
originando una expansión clonal(3). Esta teoría también planteaba que un tumor primario 
hasta cierto punto podría ser genéticamente heterogéneo. 
Actualmente, el cáncer supone una de las enfermedades con mayor impacto en la salud 
pública mundial. Más de quince millones de nuevos casos son diagnosticados 
anualmente, siendo la segunda causa de mortalidad en el mundo sólo por detrás de las 
enfermedades cardiacas. Se engloba dentro del concepto del cáncer a todas aquellas 
patologías en las que existe una proliferación celular excesiva debido a fallos en los 
mecanismos de control del crecimiento y muerte celular. Constituye un proceso dinámico, 
que comienza tras la alteración genética de una sola célula y que continúa con la 
adquisición de mutaciones que contribuyen al crecimiento celular. En la fase final de esta 
patología, las células alteradas son capaces de propagarse a través del sistema sanguíneo 
o linfático e invadir órganos diana distantes al foco tumoral primario. La gravedad de las 
patologías cancerígenas es altamente variable, depende de factores tales como la 
naturaleza del tumor, su localización o grado de desarrollo.  
Como se ha mencionado, el cáncer es un proceso dinámico en el que sucesivas 
mutaciones son capaces de transformar progresivamente una célula de características 
normales en una lesión tumoral metastásica con capacidad invasiva. El número y la 
naturaleza de las mutaciones necesarias para lograr esta transformación han sido 




afectados por alteraciones tumorales permitió distinguir diferentes etapas dentro del 




En el año 2000, Hanahan y Weinberg presentaron un modelo de progresión tumoral 
basado en seis capacidades que una célula normal adquiría a lo largo de su transformación 
maligna y las denominaron "The Hallmarks of cancer"(4), las cuales incluían la capacidad 
de producción sostenida de señales de crecimiento, la resistencia a la muerte celular o 
apoptosis, la inducción y/o mantenimiento de la angiogénesis, la insensibilidad a los 
inhibidores o supresores de crecimiento celular, la capacidad proliferativa ilimitada y la 
movilidad extratumoral y metástasis. En 2011, se añadieron a esta lista dos características 
importantes: la inestabilidad del genoma en el ADN y la presencia de inflamación 
promovida por el propio tumor. Dos marcadores emergentes también fueron incluidos: la 
capacidad de evadir la destrucción celular por parte del sistema inmune y la posibilidad 
de adaptar el metabolismo energético celular a los requerimientos propios del tumor (5) 





















Además de proponer un modelo de progresión tumoral, Hanahan y Weinberg también 
realizaron una breve descripción del microambiente tumoral, ya que el estroma 
extracelular y las células adyacentes al tumor pueden contribuir a la carcinogénesis o 
suprimir el desarrollo del cáncer. Los cambios observados pueden ser causados por las 
propias células cancerígenas para promover un mayor crecimiento del tumor o ser el 
resultado de los diferentes mecanismos de defensa del organismo contra el carcinoma. 
Esto implica que las diferentes capacidades de promoción del cáncer no sólo deben 
considerarse un resultado originado en las células tumorales, sino como una suma de 
interacciones entre las células cancerígenas y el microambiente tumoral. Según su 
planteamiento, el tumor debe concebirse como un sistema dinámico y complejo en el que 
participan diferentes líneas celulares con diversas funciones que se complementan entre 
sí (Figura 2). El tipo celular más frecuente son las células cancerosas, las cuales derivan 
de la célula desencadenante de la neoplasia y constituyen el grueso de la masa tumoral. 
Suelen ser homogéneas en la fase inicial del tumor transformándose en base a la 
adquisición de nuevas competencias oncogénicas. Entre estas células tumorales 
mayoritarias, se encuentran las células madre cancerosas, las cuales tienen un grado de 
diferenciación menor y son capaces no sólo de autopropagarse, como las células 
cancerosas normales, sino también de generar otros tipos de células tumorales. Las células 
endoteliales forman los vasos presentes en el tumor. Tras una activación por alguna de 
las vías proangiogénicas, las células endoteliales pasan de un estado latente a desarrollar 
nuevos vasos sanguíneos y linfáticos capaces de nutrir a las células tumorales y 
permitiendo la evacuación de desechos celulares. Además, numerosos tipos de células 
inflamatorias del sistema inmune se sitúan en el microambiente tumoral. Las células 
incluidas en este grupo abarcan subtipos de macrófagos, mastocitos, neutrófilos y los 
linfocitos T y B. Estas células logran una respuesta proinflamatoria, estableciendo un 
soporte en la angiogénesis tumoral, una estimulación en la proliferación celular del tumor 
y facilitando la invasión y/o el establecimiento celular en un nuevo tejido generando las 
metástasis. Por otro lado, los fibroblastos asociados contribuyen a la formación del 
estroma tumoral. En este estroma existen además células madre y progenitoras del 








1.3. Variación genética 
 
La progresión y malignización tumoral es consecuencia del desarrollo de cambios 
genéticos ligados a funciones metabólicas: las mutaciones que facilitan el crecimiento se 
establecen fijas en el tumor, por lo que los clones que las portan se encontrarán 
sobrerrepresentados tras un tiempo de desarrollo tumoral. Este proceso se asemeja en 
cierta manera al proceso de la evolución de las especies. Así, según el modelo propuesto 
por Vogelstein cada mutación con efecto “protumoral” incrementaría la tasa de 
crecimiento un 0,4% de media respecto al equilibro neutro división/senescencia. La 
acumulación de múltiples variantes que facilitan el crecimiento y la ventaja proliferativa 
asociada a ellas generarán paulatinamente una lesión tumoral, la cual irá creciendo y 




Figura 2. Modelo de progresión tumoral (Salk, 2010) 
 
Aunque los tumores en personas de mayor edad conllevan un número muy superior de 
mutaciones que las neoplasias infantiles, en ambos casos se encuentran las obligatorias 
para generar una lesión tumoral. Esto indicaría que son pocas las mutaciones necesarias 
para conducir el proceso tumoral (mutaciones conductoras) y que el resto, son 
meramente cambios “accidentales” que no juegan un papel relevante en el desarrollo 
neoplásico (mutaciones pasajeras). En ausencia de una predisposición al cáncer, se 
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requiere un largo periodo de tiempo para que las mutaciones conductoras se establezcan 
simultáneamente en una célula. Esto explicaría la baja frecuencia de tumores esporádicos 
en niños. Las mutaciones conductoras afectan generalmente a genes que juegan un papel 
clave en la regulación y mantenimiento de la integridad celular. Hasta ahora, sólo unos 
140 (de 28.000 genes en todo el genoma humano) han sido identificados como genes 
portadores de mutaciones conductoras, los cuales además pueden clasificarse en dos 
categorías bien diferenciadas:  
 
a. Protooncogenes, genes que al ser activados y transformados por diversos 
mecanismos se les denomina oncogenes, los cuales estimulan la proliferación y 
promueven el desarrollo de malignidad(6) y son considerados ¨ objetivos¨ clave en 
el tratamiento del cáncer. Los cambios genéticos y epigenéticos tales como la 
hipometilación global, hipermetilación de islas CpG específicas, la pérdida de 
impresión y modificaciones de histonas, modifican la expresión genética y 
mediante el silenciamiento de supresores tumorales o la activación de oncogenes, 
pueden contribuir a la carcinogénesis. Las mutaciones establecidas generan 
proteínas igualmente activas y anormalmente reguladas, por lo que generalmente 
se trata de cambios específicos en posiciones muy concretas. 
b.  Supresores tumorales, son genes con funciones de control y/o protección de la 
estabilidad celular, por lo que la inactivación de este grupo de genes puede 
conducir a una transformación maligna(7). Por ejemplo, eliminan aquellas células 
con graves daños en el ADN y previenen la división celular excesiva. Esto es 
posible mediante la inhibición de la progresión del ciclo celular o mediante la 
activación del programa de apoptosis. A diferencia de los protooncogenes, el 
espectro de mutaciones conductoras es mucho más amplio. 
 
Además, existe un tercer grupo de genes que, aún no teniendo un impacto directo sobre 
la viabilidad celular en caso de mutación, su supresión conlleva a un incremento 
mutacional. Son aquellos genes denominados “cuidadores” o “guardianes” que codifican 
a diferentes familias de proteínas encargadas de detectar y reparar errores en el ADN, 
evitando así su fijación. A pesar de que la pérdida funcional de los genes cuidadores no 
implica de forma directa una ventaja para la proliferación celular, sí predispone a la 
pérdida de supresores tumorales o a la transformación oncogénica, facilitando así la 




conductoras, además de representar una muy pequeña fracción del total de genes 
conocidos, se concentran dentro de doce vías de señalización que realizan tres funciones 
específicas: regular la supervivencia de las células, controlar el correcto mantenimiento 
del ADN y determinar el destino celular. 
 
1.4. Regulación molecular  
 
La constante regeneración celular en el colon se encuentra precisamente regulada 
mediante de una compleja vía molecular denominada vía Wnt que engloba a su vez tres 
diferentes subvías siendo la más importante la vía canónica de Wnt o o Wnt-β-catenina 
(Figura 3). Las células del estroma localizadas en la zona basal de la cripta de Lieberkühn 
secretan la glicoproteína Wnt a la matriz extracelular, cuya consecuencia final es la 
potenciación de la proliferación celular. En este proceso interviene una molécula clave; 
la β-catenina. En ausencia del factor Wnt, la β-catenina se encuentra unida de manera 
natural a un complejo multimérico constituido por moléculas APC y axina. Las quinasas 
CKI y GSK3β reconocen este complejo y fosforilan la β-catenina. Esto conduce a su 
ubiquitinación y posterior destrucción en el proteosoma.  En presencia del factor Wnt, se 
une a los receptores de membrana Frizzled/LRP produciendo el secuestro en la membrana 
celular de algunos de los componentes del complejo que recluta a la β-catenina evitando 
su fosforilación y destrucción. Esto favorece la acumulación de la β-catenina en el 
citoplasma, la cual accede al núcleo celular, activando los factores de transcripción de la 
familia TCF/LEF (factor de células T/potenciador linfoide) translocándose al núcleo, 
donde impulsará la transcripción de múltiples genes con sitios de unión ADN-TCF 






























Figura 3. Representación de los estados inactivado (A) y activado (B) de la vía canónica de Wnt. 
 




2.1.1.  Incidencia 
 
En 2017, en los Estados Unidos (EE.UU.) se calcularon 95,520 y 39,910 casos nuevos 
diagnosticados de cáncer de colon y de recto respectivamente(8). Ocupa el tercer lugar 
en frecuencia entre las neoplasias malignas, con una incidencia anual en hombres del 25% 
y del 15,85% en mujeres. Si bien el número de casos en cáncer de colon son similares 
entre ambos géneros, en cáncer de recto el riesgo es 1.5 más alto en hombres (23,720) 
que en mujeres (16,190). La incidencia del CCR presentó un aumento desde 1975 hasta 
mediados de la década de 1980, desde entonces se ha evidenciado una disminución 
gradual, atribuida a un mayor control de los de factores de riesgo(9). De igual manera, el 
descenso anual del 2% durante la década del 2000 al 3% anual entre los años 2004 y 2013 
podrían ser reflejo de la detección y eliminación de pólipos potencialmente malignos 




de cribado. En los últimos 45 años, la incidencia global del CCR no ha presentado grandes 
modificaciones, aunque si ha presentado variaciones entre sexo, edad, y raza. 
Aproximadamente un 4,6% de hombres (1 de cada 22) y un 4.2% de mujeres (1 de cada 
24) serán diagnosticados de CCR a lo largo de su vida(8). Las tasas de incidencia son 
30% más altas en hombres que en mujeres, aunque que las tasas de mortalidad son 
aproximadamente 40% más altas en varones (Figura 4). Las razones de la disparidad por 
género no son claras, pero reflejan en parte las diferencias a las exposiciones de factores 
de riesgo (por ejemplo, el tabaquismo) y las hormonas sexuales(10). La evidencia sobre 
la relación entre los estrógenos y la CCR no es concluyente. Aunque un estudio reciente 
haya establecido que los niveles más altos de estrógeno entre las mujeres 
posmenopáusicas se asocian con un menor riesgo(11), otros estudios lo relacionan a un 
mayor riesgo(12) o no establecen asociación alguna con el CCR(13). 
El riesgo aumenta con la edad, la mediana de edad en el diagnóstico de cáncer de colon 
es 68 años en los hombres y 72 años en las mujeres, en cáncer de recto la mediana es de 
63 años, tanto en hombres como en mujeres. Como resultado del aumento de las tasas de 
incidencia en grupos más jóvenes que coinciden con la disminución de las tasas en los 
grupos de mayor edad, la proporción de casos diagnosticados en personas menores de 50 
años aumentó de 6% en 1990 hasta un 11% en 2013, la mayoría de estos casos (72%) 
ocurrieron en personas menores de 40 años. Se desconocen las razones del aumento en la 
incidencia en grupos más jóvenes, pero pueden ser reflejo del predominio del estilo de 
vida sedentario y a una mayor prevalencia de obesidad y/o patrones dietéticos 
desfavorables en niños y adultos jóvenes(14) 
En cuanto al grupo étnico, hasta mediados de los años ochenta la incidencia del CCR 
entre la raza caucásica y en la raza negra fue equiparable, pero posteriormente, las tasas 
disminuyeron sólo en caucásicos, creando una brecha racial que aumentó hasta mediados 
de la década del 2000. Sin embargo, las tasas de incidencia global siguen un patrón 
descendente para todos los grupos étnicos (Figura 5). Las razones de las disparidades 
raciales/étnicas en el CCR son complejas, pero reflejan en gran medida las diferencias de 
la situación socioeconómica y una combinación entre la accesibilidad y la mayor 
utilización de las pruebas de cribado en la raza caucásica, así como las diferencias en la 
prevalencia de factores de riesgo(15)(Figura 6). Las personas con menos alcance a la 
educación (utilizada para estimar el estatus socioeconómico) son un 40% más propensos 
a ser diagnosticados de CCR que los que tienen un mayor nivel educacional(16). Cerca 
de la mitad (44%) de la disparidad socioeconómica se atribuye a diferencias en la 
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prevalencia de factores de riesgo asociados con el CCR (por ejemplo, el tabaquismo y la 
obesidad)(17). Es importante reconocer que los amplios grupos raciales y étnicos a los 
que generalmente se limitan las estadísticas sobre el cáncer representan poblaciones muy 
heterogéneas, dentro de las cuales la carga del CCR varía enormemente. Por ejemplo, el 
CCR ha sido el cáncer más comúnmente diagnosticado entre los nativos de Alaska desde 
principios de los años setenta por razones que son inciertas, aunque puede estar 
influenciado por una mayor prevalencia de factores de riesgo, como una dieta alta en 
grasa animal y baja en frutas y verduras, deficiencia de vitamina D, tabaquismo, obesidad 
y diabetes(18, 19). Por otro lado, los nativos residentes rurales en Alaska, tienen una alta 
prevalencia de Helicobacter pylori(20), una bacteria asociada con la inflamación y el 











Figura 4. Tendencias en la incidencia de cáncer colorrectal (1975-2013) y tasas de mortalidad (1930-2014) por 












Figura 5. Tendencias en la incidencia de cáncer colorrectal (1975-2013) y tasas de mortalidad (1970-2014) por 




2.1.2.  Mortalidad  
 
Actualmente no se cuentan con estudios estadísticos fiables sobre mortalidad por cáncer 
de colon y recto de forma individualizada debido a que casi el 40% de las muertes por 
cáncer de recto se describen de forma errónea como cáncer de colon(22). 
Las tasas de mortalidad por CCR han ido disminuyendo desde 1980 en los hombres y 
desde 1947 en las mujeres, aunque la tendencia en las últimas tres décadas es muy similar 
en ambos sexos. La disminución de la mortalidad entre 1975 y 2000 se atribuye a mejoras 
en el tratamiento (12%), cambios en los patrones de riesgo (35%) y a la detección precoz 
(53%). Entre 2005 y 2014, las tasas disminuyeron en un promedio de 2,5% por año, tanto 
en hombres como en mujeres, en comparación con la disminución de alrededor del 2% 
anual durante los años noventa. Al igual que en las tasas de incidencia, las tasas de 
mortalidad por CCR en adultos menores de 50 años aumentó en alrededor de 1% por año 
desde 2005 hasta 2014. Esta tendencia contrasta con los grupos de edad avanzada, donde 
las tasas de mortalidad han ido disminuyendo en alrededor del 1% por año en individuos 
de 50 a 64 años y en un 3% por año en individuos de 65 años o más.  
Por otro lado, las tasas de mortalidad en la raza caucásica empezaron a disminuir 
lentamente a principios de los años setenta, acelerándose paulatinamente a partir de 
entonces. Por el contrario, la mortalidad en la raza negra aumentó desde principios de 
1970 hasta 1990, disminuyeron lentamente durante esta década y posteriormente 
equilibraron el ritmo de la disminución con la raza caucásica durante la década del 2000 
(Figura 5). Aproximadamente la mitad de la disparidad racial se atribuye a una 
combinación de la realización de menos pruebas de detección precoz y menores tasas de 



























Figura 6. Tasa de incidencia de cáncer colorrectal (2009-2013) y mortalidad (2010-2014) por raza/etnia y sexo, 





2.1.3.  Supervivencia 
 
La tasa relativa de SG en el CCR es del 65% y del 58% a los 5 y 10 años posteriores al 
diagnóstico, respectivamente. Sólo el 39% de los pacientes son diagnosticados en estadio 
precoz, en los cuales la tasa relativa de supervivencia a los 5 años es del 90%. Si el CCR 
se ha extendido a los órganos vecinos o a los ganglios linfáticos, la tasa relativa de 
supervivencia a los 5 años disminuye al 65%, mientras que, si se trata de una enfermedad 
diseminada, generando metástasis hepáticas o pulmonares, la supervivencia a los 5 años 
se reduce al 9%. El cáncer de recto se diagnostica en etapas iniciales con mayor frecuencia 
que el cáncer de colon, 43% frente a un 38%, probablemente debido a la aparición 
temprana de los síntomas. La SG a los 5 años es de un 2% ligeramente superior en el 
cáncer de recto comparado con el cáncer de colon. Las disparidades en la supervivencia 
del CCR se deben en gran parte a las desigualdades socioeconómicas que dan lugar a 
diferencias en el acceso a las pruebas de detección temprana y al acceso de un tratamiento 
oportuno y de alta calidad(9, 23, 24). Aunque las diferencias en el tratamiento pueden 
desempeñar un papel menor, hay evidencia convincente de que los pacientes de raza negra 




(incluido el tratamiento mediante radiación)(25). Sin embargo, incluso cuando el 
tratamiento es óptimo y completo y a pesar de obtener la misma respuesta terapéutica, la 
supervivencia es menor en los pacientes de raza negra en comparación con los de raza 
caucásica(25, 26). 
De acuerdo con la base de datos del Instituto Nacional del Cáncer, la tasa de supervivencia 
relativa a los cinco años en el cáncer de colon aumentó a un 66% durante el periodo 2006-
2012, del mismo modo, dicho aumento se observó en el cáncer de recto llegando hasta 
un 68%. Por otro lado, se ha evidenciado una sorprendente mejora en la supervivencia a 
5 años de la enfermedad en etapas avanzadas durante las últimas dos décadas, del 7% en 
1987-1989 al 14% durante 2006-2012 en el cáncer de colon y del 4% al 12% en el cáncer 
de recto (Figura 7). Dichos aumentos se deben a las mejoras en técnicas de abordaje 
quirúrgico y al tratamiento sistémico adyuvante(27-29). Sin embargo, el aumento de la 
supervivencia en la enfermedad metastásica se limita a pacientes menores de 65 años(30), 
por lo que podría ser necesario una mayor distribución y un aumento en el nivel de alcance 













Figura 7. Tendencias en las tasas de supervivencia relativa a 5 años para el cáncer colorrectal por estadio y 
localización, Estados Unidos, 1975- 2012. Todos los pacientes fueron seguidos hasta 2013. Programa SEER, 








2.2. Factores Etiológicos 
 
Además de la edad avanzada y el grupo étnico, existen algunos factores de riesgo 
conocidos para el CCR que involucran comportamientos tradicionalmente asociados a 
países económicamente desarrollados como un estilo de vida sedentario, una dieta 
occidental representada como una baja ingesta de verduras y frutas y alto consumo de 
grasas y carne procesada de origen animal y el tabaquismo(31). La prevalencia de estos 
factores se refleja en la variación sustancial de la incidencia del CCR en todo el mundo, 
que es más alta en Europa y América del Norte y más baja en el África subsahariana. La 
relación entre el CCR y un estilo de vida occidental es tan fuerte que el aumento global 
de las tasas de enfermedad se consideran un marcador de la transición económica(32). 
Las personas que viven en países de ingresos económicos altos pero que tienen un estilo 
de vida saludable tienen menor riesgo de CCR que la población general. Un estudio 
reciente concluyó que mantener un peso saludable, ser físicamente activo, limitar el 
consumo de alcohol y consumir una dieta balanceada reducían el riesgo de CCR en más 
de un 37%(33). Los factores de riesgo no modificables están relacionados con los 
antecedentes personales y/o familiares, incluyendo una historia personal o familiar de 
CCR o de pólipos adenomatosos y una historia personal de enfermedad inflamatoria 
intestinal (EII) durante un largo período de tiempo. 
 
2.2.1.  Factores genéticos 
 
2.2.1.1. Herencia y agregación familiar 
 
Más de dos tercios de los casos de CCR se dan en familias donde no existen antecedentes 
familiares de dicha enfermedad: A estos casos se les denomina CCR esporádicos. En este 
grupo, a la influencia de los factores genéticos se le atribuye un peso menor, mientras que 
es al efecto ambiental al que se asocia con la causa del CCR.  El CCR familiar implica la 
existencia de dos o más afectos en el núcleo familiar y suele ir ligado a la presencia de 
variantes que aportan un riesgo sustancial a desarrollar este tipo de cáncer. Hasta el 30% 
de los pacientes con CCR presentan antecedentes familiares de la enfermedad lo 
suficientemente importantes como para constituir una agregación familiar (riesgo medio), 
de los cuales aproximadamente el 8% se deba a un patrón genético hereditario conocido 




de los casos de CCR familiar tienen una causa genética conocida. La fracción restante 
podría estar explicada en base a variantes de alta penetrancia todavía no identificadas, la 
acumulación de variantes de bajo y moderado riesgo, la influencia de factores ambientales 
y/o el azar, o la combinación de los factores anteriores. Por otro lado, la existencia de 
multitud de variantes que aportan variables incrementos de susceptibilidad al CCR hace 
que la frontera entre los tipos esporádico y familiar no pueda ser bien establecida desde 
el punto de vista genético.  
Las personas con un familiar en primer grado (padre, hermano o hijo) con diagnóstico de 
CCR presentan el doble de riesgo de desarrollar la enfermedad en comparación con 
personas sin este antecedente familiar y depende casi siempre de la edad del pariente en 
el momento del diagnóstico y el número de familiares afectados, por ejemplo, si se trata 
de dos familiares de primer grado o si uno de los casos se ha presentado antes de los 40 
años el riesgo aumenta hasta cinco veces sobre el riesgo basal(35, 36) (Tabla 1). El riesgo 
puede llegar hasta el 50% para las personas con múltiples familiares de primer grado 
diagnosticados de CCR, incluso algunos estudios recientes indican que el riesgo de 
enfermedad de forma hereditaria podría extenderse más allá de los familiares de primer 
grado(37). El riesgo también aumenta ligeramente entre las personas con un familiar de 
primer o segundo grado diagnosticado de adenomas colorrectales(38). El conocimiento 
sobre el CCR por agregación familiar ha aumentado sustancialmente en los últimos años, 
se cree que gran parte de los casos se deba a la interacción entre factores de riesgo 
modificables y el efecto acumulativo de variaciones genéticas relativamente comunes que 
aumentan el riesgo de enfermedad(39), a diferencia de los síndromes hereditarios que 
representan aproximadamente el 5% de todos los casos de CCR y están asociados con 













Tabla 1. Historia familiar y riesgo de desarrollar CCR. Colorectal Cancer Facts & Figures 2017-2019.  
 
 
• Cáncer de Colon Hereditario no Polipósico  
 
El síndrome hereditario más frecuente es el cáncer de colon hereditario no polipósico 
(CCHNP) o síndrome de Lynch, el cual se hereda de forma autosómica dominante y 
representa aproximadamente el 2% al 4% de todos los casos de CCR. Esta enfermedad 
esta causada por mutaciones en un grupo de genes llamados missmatch repair (MMR), 
que son el MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, los cuales intervienen en la reparación de los 
daños producidos en el ácido desoxirribonucleico (ADN) celular. Las personas 
diagnosticadas de CCHNP tienen un mayor riesgo de desarrollar una amplia variedad de 
otros tipos de cánceres incluyendo el carcinoma de endometrio, ovario, intestino delgado 
y estómago(40). Entre las personas con síndrome de Lynch, se estima que en un 18% de 
los hombres y en un 19% de las mujeres, la edad media de diagnóstico del CCR es de 45 
a 50 años(41).  
 
• Poliposis Adenomatosa familiar 
La poliposis adenomatosa familiar (PAF) es una enfermedad autosómica dominante y es 
el segundo síndrome hereditario más frecuente, representando menos del 1% de todos los 
casos de CCR. Se caracteriza por el desarrollo de adenomas distribuidos en colon y recto 
(de 100 a 1000) a partir de los 10 a 12 años de edad(42). La PAF se puede asociar a 
manifestaciones clínicas en otras localizaciones, como tumores desmoides, tumores 
duodenales, pólipos gástricos, carcinoma de tiroides e hipertrofia congénita del epitelio 
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pigmentario de la retina. En el 80% de los casos está causada por mutaciones en el gen 
Adenomatous Polyposis Coli (APC) localizado en el cromosoma 5q21, estas mutaciones 
suelen heredarse, aunque también pueden ocurrir de forma espontánea, por lo que las 
personas afectadas con este síndrome no siempre tienen antecedentes familiares de PAF. 
La cirugía es el método estándar de prevención en el desarrollo del CCR en las personas 
con este diagnóstico. Sin intervención, el riesgo se aproxima al 100% alrededor de los 40 
años de edad(43).  
La PAF atenuada (PAFA) es una forma menos grave de la enfermedad con una edad de 
inicio más tardía y en la que se desarrollan menos números de pólipos (de 10 a 100), de 
características más sésiles, localizadas predominantemente en el colon derecho 
respetando en la mayoría de los casos el área del recto(44). 
 
• Poliposis Asociada a MUTYH 
Es una enfermedad autosómica recesiva causada por mutaciones bialélicas del gen 
MUTYH(45). La mayoría de las personas con poliposis asociada al gen MUTYH (PAM) 
desarrollan características clínicas y un número de pólipos similares a la PAFA (de 20 a 
100), aunque se han descrito familias que han mostrado hasta 500 pólipos 
predominantemente en colon derecho. Las características clínicas de este síndrome 
genético están menos definidas, por ejemplo, algunos pacientes con diagnóstico de PAM 
no presentan pólipos colorrectales(46). Pueden presentar pólipos gastroduodenales, 
quistes dentales, quistes sebáceos y un aumento de la incidencia de cáncer de mama. La 















Existe un gran interés por desarrollar métodos de diagnóstico en individuos y grupos 
familiares de alto riesgo por el gran beneficio demostrado en la prevención y la detección 
precoz del CCR y por la disminución del riesgo de aparición de otras neoplasias 
asociadas(47). Actualmente, sólo alrededor del 1% de los casi 800.000 pacientes con 
síndrome de Lynch son conscientes de su enfermedad, debido a que el diagnóstico 
genético no suele realizarse hasta después de la aparición de algún tipo de cáncer(48). 
Aunque algunos grupos de estudio han recomendado la realización de pruebas genéticas 
para el síndrome de Lynch en todos los pacientes con CCR, ni este enfoque ni el cribado 
de la población general es rentable debido a la rareza de la enfermedad(49).  
Actualmente, el registro de los antecedentes familiares incluido en los criterios de 
Ámsterdam II (Tabla 2) y/o los criterios de Bethesda revisados (Tabla 3) continúa 
siendo la estrategia más importante para identificar los grupos familiares con síndromes 
de CCR hereditario.  Hoy en día, cerca de la mitad de las historias clínicas en atención 
primaria carecen de información sobre los antecedentes familiares(50, 51). Un estudio 
dirigido a la revisión de historias clínicas de pacientes con CCR demostró que sólo el 
22% tenían una información completa y detallada sobre los antecedentes familiares, la 
cual es necesaria para identificar a las personas a las que se les debe ofrecer estudio 
genético y/o orientación sobre pruebas de cribado(52). Este reconocimiento de individuos 
de alto riesgo permite realizar una vigilancia estrecha y selectiva, la cual podría lograr 
una reducción en un 50% de la incidencia y mortalidad por CCR en personas con 
síndrome de Lynch(53). Por otro lado, debido a que la eliminación de pólipos no previene 
todos los tipos de neoplasias en este síndrome, se hace cada vez más hincapié en la 
utilidad de la quimioprevención, como el uso de fármacos antiinflamatorios(42). Aunque 
actualmente no hay medicamentos aprobados para la prevención del CCR en poblaciones 
de alto riesgo, se ha propuesto que el tratamiento con aspirina podría disminuir 













Tabla 2. Nuevos criterios clínicos para el CCHNP propuesto por un grupo de colaboración internacional(54). 
 
Tabla 3. Pautas revisadas de Bethesda para el CCHNP y la inestabilidad de microsatélites(55).  
 
 
2.2.2.  Factores Clínicos 
 
Las personas con antecedentes de CCR son más propensas a desarrollar un nuevo 
carcinoma, especialmente cuando el diagnóstico del primer episodio se realizó a una edad 
temprana. Una historia de pólipos adenomatosos también aumenta el riesgo, 
especialmente si son múltiples(56). Estudios observacionales han establecido una mayor 
incidencia de CCR en pacientes con diagnósticos previos de otras neoplasias malignas, 
especialmente en mujeres que han presentado cáncer de mama, ovario y/o endometrio. 
 
CRITERIOS DE AMSTERDAM II (1998) 
3 o más familiares con un cáncer asociado (CCR, cáncer de endometrio, de 
intestino delgado, uréter o pelvis renal). Uno de ellos debe ser un familiar de 1er 
grado de los otros dos. 
Los tumores deben ser confirmados mediante estudio anatomopatológico 
Debe excluirse el diagnóstico de PAF 
2 o más generaciones afectadas 
1 o más familiares diagnosticados antes de los 50 años 
CRITERIOS DE BETHESDA REVISADOS (2003) 
CCR diagnosticado en un paciente de menos de 50 años. 
Presencia de CCR sincrónico o metacrónico u otro tumor asociado a síndrome 
de Lynch, independientemente de la edad. 
CCR con histología de inestabilidad de microsatélites alta, diagnosticada en un 
paciente menor de 60 años. 
CCR diagnosticado en uno o más familiares de 1er grado con un tumor asociado 
a síndrome de Lynch, diagnosticado antes de los 50 años. 
CCR diagnosticado en dos o más familiares de 1er grado o de 2do grado con un 
tumor asociado al síndrome de Lynch, independientemente de la edad. 
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• Pólipos Colorrectales 
Los pólipos únicos o múltiples pueden ser de origen adquirido o hereditario y en la gran 
mayoría presentan características benignas. Los pólipos adenomatosos, pólipos serrados 
y quizás los pólipos hiperplásicos (fundamentalmente los proximales si son numerosos o 
de gran tamaño) tiene un riesgo aumentado de transformación maligna. El tiempo 
necesario para que un adenoma desarrolle características malignas oscila entre 7 y 10 
años, dicho periodo puede acortarse en los pólipos pediculados, con tamaño ≥ 10 mm y 
con una histología vellosa y/o de displasia severa. 
Actualmente, el tamaño es el predictor de malignidad más sencillo y práctico. Los pólipos 
< 6 mm tienen un riesgo prácticamente nulo de desarrollar CCR, los pólipos entre 10 y 
20 mm de diámetro tienen un riesgo del 5%, mientras que en los pólipos > 2 cm de 
diámetro el riesgo puede llegar a superar el 10%. En relación con los datos 
macroscópicos, más del 50% de los pólipos sésiles tienen un alto riesgo de malignidad, 
en comparación con el 10% de riesgo existente en los pediculados. Los pólipos en los que 
predomina la arquitectura vellosa tienen más probabilidad de transformación maligna que 
los de morfología tubular. De igual manera, cuanto mayor grado de displasia epitelial, 
mayor es la posibilidad de malignización.  
 
• Enfermedad inflamatoria intestinal 
Las formas más comunes de EII, son la Colitis Ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn 
(EC). Es más frecuente en países desarrollados y en personas de raza caucásica. Las 
personas diagnosticadas de EII adquieren casi el doble de riesgo de desarrollar CCR en 
comparación con la población general. El riesgo aumenta en gran medida de acuerdo con 
el alcance, la duración y la gravedad de la enfermedad(57, 58). El riesgo en la CU es 
relativamente bajo durante los diez primeros años, posteriormente aumenta a razón de 
0,5% a 1% por año, de manera que las tasas acumuladas del riesgo para CCR en estos 
pacientes varían entre el 8% y el 30% a los 25 años. El riesgo es mayor en aquellos 
pacientes diagnosticados en edades tempranas, con compromiso extenso del marco cólico 
(pancolitis), episodios clínicos graves, presencia de colangitis esclerosante primaria 
(CEP), antecedentes de trasplante hepático, historia de CCR en familiares de 1er grado y 
con evolución de la enfermedad de más de 10 años. El riesgo de degeneración maligna 
en la EC está aumentado en pacientes con lesiones displásicas y de larga duración, aunque 
dicho riesgo es inferior en comparación con la CU. Sin embargo, en los últimos años el 




medicamentos específicos dirigido a controlar la inflamación y al manejo adecuado de 
pacientes con biopsias colorrectales sugestivas de displasia(59).  
 
• Diabetes Mellitus tipo 2  
Las personas diagnosticadas de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) tienen un riesgo del 30% 
al 40% de desarrollar CCR(60) y una tasas de mortalidad elevadas. Aunque la DM2 y el 
CCR comparten muchos factores de riesgo, incluyendo la obesidad y un estilo de vida 
sedentario, este riesgo permanece incluso después de aumentar la actividad física y de 
disminuir el índice de masa corporal (IMC) y el índice circunferencia/cintura (ICC)(61). 
Existen algunas teorías que sugieren que el estado de hiperinsulinemia incrementa el 
riesgo de CCR en un 21%(62). Algunos estudios señalan que el tratamiento crónico con 
insulina en pacientes con DM2 triplican el riesgo en comparación con los pacientes que 
no reciben insulina como tratamiento(63). Sin embargo, actualmente se sugiere que la 
metformina, un fármaco administrado por vía oral en la DM2 para disminuir los niveles 
de glucemia, podría lograr de forma independiente, una reducción de riesgo(64). Por otro 
lado, se ha demostrado que cuando coexisten los dos diagnósticos las tasas de 
supervivencia disminuyen y es más frecuente el desarrollo de tumores de localización 
distal, los cuales tienen una mayor morbimortalidad en comparación con los tumores 
proximales(65) 
 
2.2.3.  Factores conductuales 
 
2.2.3.1. Estilos de vida y hábitos tóxicos 
 
• Actividad Física 
La actividad física está asociada a una disminución del riesgo de cáncer de colon, sin 
embargo, dicha asociación no ha sido concluyente en cáncer de recto. Algunos estudios 
demuestran que las personas físicamente activas tienen un 25% menos de riesgo de 
desarrollar tumores proximales si se compara con personas con menos actividad física(66, 
67). Además, las personas que practican ejercicio físico de forma habitual previo al 
diagnóstico de CCR tienen una menor índice de mortalidad que aquellos sin una actividad 
física regular(68). En un metaanálisis se concluyó que las personas con un estilo de vida 
más sedentaria (por ejemplo, pasar la mayor parte de las horas del día viendo la televisión) 
tienen un aumento del 25% al 50% de riesgo de padecer cáncer de colon en comparación 
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con las personas menos sedentarias(69). Inclusive las personas sedentarias que cambian 
su estilo de vida con un hábito de ejercicio físico regular pueden llegar a reducir dicho 
riesgo(70). 
 
• Sobrepeso y Obesidad 
El exceso de peso corporal (EPC) aumenta el riesgo de CCR, con una asociación más 
clara en hombres que en mujeres y para el cáncer de colon que para tumores rectales. 
Específicamente, en comparación con las personas con un peso normal (IMC= 18,5-24,9), 
los hombres obesos tienen un 50% más de riesgo para el cáncer de colon y un 20% más 
para el cáncer de recto, mientras que las mujeres obesas tienen un 20% y un 10% más de 
riesgo de cáncer de colon y para el cáncer de recto respectivamente(71). El exceso de 
riesgo conferido por la obesidad es independiente de la actividad física(72).  
La obesidad abdominal, medida por el ICC, tiene un mayor riesgo en comparación con el 
exceso de grasa en muslos o caderas(71). La combinación IMC/ICC puede ser un 
indicador más preciso de exceso de riesgo que cualquiera de las dos medidas por 
separadas(73). El EPC parece tener una mayor influencia en el riesgo del CCR cuando se 
diagnostica en edades precoces si lo comparamos con individuos de edades más 
avanzadas(74). Además, puede tener un impacto negativo en el correcto funcionamiento 
de los procesos bioquímicos en el cuerpo produciendo el llamado Síndrome Metabólico, 
el cual podría estar relacionado con la incidencia y la supervivencia de CCR 
independientemente del grado de obesidad(75, 76). 
 
• Tabaquismo 
En noviembre de 2009, la Agencia Internacional de Investigación sobre el Cáncer 
informó que hay pruebas suficientes para concluir que el tabaquismo podría ser una causa 
del CCR(77). El riesgo de desarrollar CCR aumenta en relación con el número de 
cigarrillos que se consume y al tiempo de exposición. La asociación parece estar más 
vinculada al cáncer de recto que al cáncer de colon y para algunos subtipos moleculares 
específicos(78, 79). Algunos estudios asocian la exposición del humo de tabaco con una 
menor supervivencia específica(80) sobre todo en los fumadores activos(81). Estos 
hallazgos sugieren un papel directo de la nicotina en la génesis de tumores colorrectales 







El consumo moderado y excesivo de alcohol en comparación con el consumo ligero 
(<12,5 ml por día), se asocia con un mayor riesgo de CCR(82). Comparado con los no 
bebedores y los bebedores ocasionales, las personas que tienen un consumo diario 
promedio de 2 a 3 bebidas alcohólicas tienen un 20% más de riesgo de desarrollar CCR, 
y aquellos que consumen más de 3 bebidas diarias de alcohol tienen alrededor de un 40% 
más de riesgo(83). Esto es debido fundamentalmente a las alteraciones que causa el 
alcohol en el ácido fólico del organismo y a los posibles efectos de productos químicos 
como las nitrosaminas, cuya acción disolvente facilita la absorción de otros carcinógenos. 
La asociación entre el alcohol y el CCR es más frecuente en hombres que en mujeres, 
debido presumiblemente a las diferencias hormonales que tienen un efecto sobre el 
metabolismo del alcohol. 
 
2.2.3.2.  Dieta y consumo de medicamentos 
 
Las diferencias poblacionales en la incidencia del CCR a nivel mundial, así como los 
variaciones bruscas en los porcentajes del riesgo entre las poblaciones de inmigrantes, 
sugieren que la dieta guarda una estrecha relación con la aparición de lesiones 
potencialmente malignas(84). Los patrones dietéticos probablemente influyen de forma 
directa en el riesgo a través de elementos específicos de la dieta e indirectamente a través 
de la malnutrición y la obesidad. La dieta también tiene una gran influencia en el 
microbioma intestinal, donde las células bacterianas superan en número a las células 
huésped con una relación de 10:1(85). La composición de este entorno diverso desempeña 
un papel tanto positivo como negativo en el desarrollo de tumores a través de su influencia 
en la respuesta inmune y la inflamación(86, 87). El papel directo que desempeñan algunos 
alimentos específicos en la aparición del cáncer es de muy difícil estudio debido a la 
dificultad de definir y medir la ingesta a través de cuestionarios alimenticios, las 
diferencias en las fuentes constituyentes de la dieta (por ejemplo, granos de cereales, 
frutas, y las verduras contribuyen a la ingesta de fibra) y al fuerte vínculo entre los 







• Productos lácteos y el Calcio 
Una gran cantidad de estudios indican que el consumo de calcio mediante suplementos 
y/o productos lácteos esta asociado a un menor riesgo de desarrollar adenomas 
colorrectales y CCR(88). La ingesta de productos lácteos parece conferir un factor de 
protección debido a su alto contenido cálcico, logrando una reducción en la proliferación 
y promoviendo la diferenciación celular. Aunque, en algunos ensayos se ha relacionado 
con un menor riesgo de recurrencia de adenomas colorrectales(89), este factor de 
protección no parece potenciarse con un mayor consumo. Otros componentes derivados 
de la leche como la lactoferrina(90), las bacterias de productos lácteos fermentados(91) 
y la vitamina D han demostrado una acción protectora en el CCR(92). Es importante 




En la década de 1970 ya se proponía la hipótesis de que la dieta rica en fibra reducía el 
riesgo de CCR, basado en las bajas tasas de incidencia observadas en una población rural 
con una dieta con altos niveles de fibra. Aunque es altamente probable que la fibra 
dietética disminuya el riesgo de CCR a través de varias propiedades, incluyendo una 
menor exposición a carcinógenos debido a un mayor volumen de las heces y a un tiempo 
reducido del tránsito intestinal, los resultados en estudios recientes siguen siendo 
inconclusos. Debido al beneficio global para la salud de una dieta rica en fibra, la 
Sociedad Americana del Cáncer y el Fondo Mundial para la Investigación del Cáncer 
recomiendan dietas ricas en granos enteros, frutas y verduras (flavonoides) para la 
prevención primaria del CCR(94). 
 
• Folato 
La ingesta de folato, consumido a través de la dieta o de suplementos, parece tener una 
función contradictoria en el riesgo del CCR, potenciando el crecimiento de tumores 
preexistentes y por el contrario inhibiendo la formación de nuevos tumores en el tejido 
sano(88). Se ha especulado que el aumento de los niveles de folato, como resultado de la 
fortificación de harina y cereales enriquecidos en 1998 fueron responsables del repunte 
inexplicable de las tasas de incidencia de la CCR a finales de la década de 1990(95). Sin 
embargo, esta hipótesis no está respaldada por un análisis reciente donde no se encontró 




5 años de tratamiento(96). Los posibles efectos protectores parecen requerir un 
seguimiento de por lo menos unos 10 a 15 años(97). 
 
• Frutas y verduras 
Al igual que en la fibra, aunque se ha observado una relación inversa en el consumo de 
frutas y verduras con el riesgo de CCR en comparación con una ingesta elevada de carne 
roja procesada, los resultados de los estudios que evalúan específicamente esta asociación 
son inconsistentes(88).  La ingesta de frutas y verduras está asociada con efectos 
beneficios sobre la salud en general, debido fundamentalmente al alto contenido de 
flavonoides, compuestos capaces de eliminar radicales libres y con propiedades 
antioxidantes, antinflamatorias y antitumorales. Sin embargo, cualquier efecto protector 
en el CCR parece ser leve cuando se compara con el bajo consumo, mientras que con un 
alto consumo no se observa un claro beneficio adicional(98). 
 
• Carne roja y procesada 
El consumo de carne roja procesada aumenta el riesgo de CCR(99). Las razones de esta 
asociación siguen siendo poco claras, pero pueden estar relacionadas con el alto contenido 
de grasa y la producción de carcinógenos como la N-nitrosamina(100). El mecanismo 
patogénico incluye además de la formación de compuestos N-nitrosos endógenos, la 
citotoxicidad celular que aumenta la tasa de mutaciones en el ADN del tejido 
colorrectal(101). Por todo ello, en 2015 la Agencia Internacional para la Investigación 
del Cáncer clasificó a la carne roja como probablemente carcinógena y a la carne 
procesada como carcinógena en seres humanos(102). 
 
• Vitaminas 
Una gran mayoría de datos genéticos y moleculares sugieren que niveles sanguíneos altos 
de vitamina D pueden estar asociados con un menor riesgo de CCR, y que por el contrario 
los niveles bajos de esta vitamina pueden relacionarse con un alto riesgo de desarrollar 
esta neoplasia(103). Por otro lado, la vitamina B6 puede tener un efecto en la aparición 
de adenomas colorrectales y en la carcinogénesis del CCR esporádico mediado por 
variantes genéticas en el metabolismo del carbono(104). Es importante mencionar que 





• Fármacos antiinflamatorios no esteroideos 
Existe una amplia evidencia de que el uso regular a largo plazo de la aspirina y otros 
fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) como los Coxibs (Rofecoxib y 
Celecoxib) puede establecer un efecto de quimioprevención(105) y por lo tanto reducir 
el riesgo de CCR(106, 107). Los consumidores habituales de aspirina e inhibidores de la 
ciclooxigenasa-2 (COX-2) que desarrollan CCR parecen presentar tumores menos 
agresivos y una mayor supervivencia en comparación con los no consumidores debido a 
la asociación de estos fármacos con la presencia de inestabilidad de microsatélites. 
Aunque la Sociedad Americana del Cáncer no ha realizado un estudio formal, 
actualmente no se recomienda el uso de estos fármacos para la prevención del CCR en la 
población general debido a los efectos secundarios potenciales de los COX-2 como la 
hemorragia gastrointestinal grave o parada cardíaca. Sin embargo, el Grupo de Trabajo 
en Servicios de Prevención de los EE. UU. actualmente recomienda una dosis baja de 
aspirina diaria para la prevención de enfermedades cardiovasculares y de CCR en 




• Hormonas sexuales 
Aunque existe alguna evidencia que asocia a mujeres en tratamiento hormonal con un 
menor riesgo de CCR, esta asociación es inconsistente(108) debido a que muchos 
estudios de seguimiento a largo plazo no encuentran una asociación significativa(109). 
Las diferencias entre el subtipo de cáncer(110) y las fórmulas del fármaco pueden 
explicar en parte estas inconsistencias.  
 
• Otros fármacos 
Estudios recientes sugieren que los bisfosfonatos orales, utilizados en la prevención y 












En los últimos años se ha evidenciado un progreso significativo en la identificación de 
los defectos genéticos específicos que subyacen a la mayoría de los casos del CCR. Para 
desarrollar estrategias efectivas de prevención, diagnóstico y tratamiento, es esencial 
comprender las vías y los eventos moleculares que impulsan a la carcinogénesis. 
El CCR presenta tres patrones en su desarrollo: hereditario, familiar y/o esporádico. El 
CCR hereditario deriva de mutaciones celulares en la línea germinal, representa el 10% 
de todos los casos y presenta síndromes bien definidos de predisposición al carcinoma, 
como el CCHNP o síndrome de Lynch y la PAF. El CCR familiar representa el 25% de 
casos y se suelen presentar sin una etiología genética o patrones de herencia Mendeliana 
definidas. El CCR esporádico deriva de mutaciones celulares somáticas y representa 
aproximadamente el 70% de los casos sin una asociación de historia familiar conocida. 
  
2.3.1. Desarrollo morfológico  
 
2.3.1.1.  Secuencia Pólipo-Carcinoma 
 
Fue descrita por Muto en 1975. A consecuencia de un estudio, realizado en el Hospital 
St. Mark´s de Londres, basado en un número importante de pólipos adenomatosos y CCR 
se pudo concluir que casi todos los casos se desarrollaban a partir de estas lesiones. Las 
pruebas a esta teoría incluyeron la evidencia de tejido adenomatoso benigno residual en 
tumores malignos, focos de tejido maligno en pólipos de mayor tamaño y pólipos de 
apariencia benigna que se desarrollaban a partir de un carcinoma invasivo. Sólo un 
pequeño número de pólipos progresó a carcinoma, teniendo el mayor riesgo de 
transformación maligna aquellos pólipos de más de 2 cm, con arquitectura vellosa o atipia 
epitelial severa. Sin embargo, el desarrollo desde la mucosa normal hasta el cáncer 
invasivo era lento, estimándose un tiempo promedio de 5 a 15 años(112). Los pólipos 








2.3.1.2.  Secuencia Adenoma-Carcinoma 
 
En 1987, se informó sobre la historia natural de pólipos no resecados mayores de 1 cm 
en 226 pacientes que rechazaron la extirpación quirúrgica(113). Con un seguimiento a 20 
años, se concluyó que existía un 24% de riesgo de malignización en el sitio del pólipo no 
resecado y un 35% de riesgo de carcinoma en todo el marco cólico. En el National Polyp 
Study se confirmó la hipótesis de que el CCR se desarrollaba a partir de lesiones 
adenomatosas al mostrar que la polipectomía mediante colonoscopia reducía el riesgo de 
enfermedad(114) y posteriormente se observó que en individuos con síndromes 
predisponentes a la aparición de adenomas como la PAF desarrollaban invariablemente 
CCR en la tercera o cuarta década de la vida si no se les realizaba una colectomia 
profiláctica. En 1990, se propuso un modelo genético multivariante del CCR, cuyo punto 
de partida se desarrollaba con la inactivación del gen de supresión APC en la mucosa 
colónica normal, seguida de mutaciones activadoras en el gen KRAS y mutaciones 
adicionales posteriores(115) (Figura 8). Se establecieron entonces, tres principios ¨clave¨ 
de la llamada secuencia de adenoma carcinoma: los adenomas se desarrollan a partir de 
criptas aberrantes del epitelio colorrectal(116), la necesidad de múltiples alteraciones 




















• Focos de criptas aberrantes 
Los focos de criptas aberrantes (FCA) en la mucosa colorrectal se describieron por 
primera vez como posibles lesiones preneoplásicas en 1984(118). Una cripta aberrante 
presenta una abertura luminal alterada, un revestimiento epitelial grueso y una mayor 
longitud en comparación con una cripta normal de la mucosa. En 1987, Bird demostró el 
aumento en número y tamaño de criptas aberrantes en el colon de ratones al exponerlos a 
un carcinógeno llamado azoximetano (AOM). La exposición repetida dio como resultado 
la formación de grupos de dos o más criptas aberrantes denominándolos FCA(119). 
En 1998, se reconoció que los FCA eran precursores de lesiones adenomatosas y del CCR, 
aunque los estudios se basaron principalmente en piezas quirúrgicas de pacientes con un 
diagnóstico de CCR ya conocido. En un estudio que incluyó a 350 personas, Takayama 
utilizó la endoscopia de alta resolución para el estudio del número, tamaño y 
características displásicas de los FCA en sujetos sanos, con lesiones adenomatosas y con 
CCR(116). Tres de estos pacientes fueron examinados para detectar los FCA en todo el 
marco cólico incluyendo el recto. Casi el 80% (9/11) de los FCA detectados se localizaron 
en la región rectosigmoidea. En los tres pacientes con estudio completo se observó al 
menos una lesión en esta zona. Takayama señaló que el número y el tamaño de los FCA 
aumentaban con la edad y que estas características tenían una asociación positiva con la 
presencia de displasia y el número de adenomas. El 5% de los FCA fueron displásicos. 
Tras el tratamiento con un AINE específico, se observó una disminución significativa en 
el número de FCA, lo cual indicaba que se trataba de un cambio morfológico dinámico 
reversible. La mutación KRAS en el codon 12 se evidenció en el 80-90% y en el 60% de 
los FCA hiperplásicos y displásicos respectivamente, lo que sugiere la existencia de 
diferentes mutaciones genéticas involucradas en la formación de los FCA displásicos. 
En una revisión reciente, el papel de los FCA en la carcinogénesis queda establecida y se 
refuerza en base a los cambios moleculares comunes observados en los FCA y el cáncer. 
La prevalencia de los FCA es del 15-77% en población sana y del 80-100% en pacientes 
con CCR. Son lesiones altamente dinámicas, pero los estudios que investigan sobre 
posibles agentes y factores protectores han obtenido resultados divergentes. Esto podría 
estar relacionado con la dificultad en la técnica endoscópica, la alta variabilidad en la 
clasificación entre patólogos y una posible diferencia en la prevalencia de los FCA entre 
los diferentes grupos étnicos(120). 
Los FCA pueden clasificarse como displásicos o hiperplásicos(121). Los FCA displásicos 
se caracterizan por una proliferación epitelial anormal en su parte luminal, carencia de 
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metilación y mutación KRAS y son considerados como precursores del adenoma 
tradicional (AT) en la secuencia adenoma-carcinoma. Los FCA displásicos también se 
consideran precursores en la carcinogénesis de la PAF, pero en este síndrome casi siempre 
presentan una mutación APC y rara vez una mutación KRAS. 
Para los FCA hiperplásicos se han propuesto dos vías diferentes. Los FCA hiperplásicos 
no serrados son considerados precursores de pólipos hiperplásicos en el colon distal y el 
recto. Se caracterizan por mutaciones KRAS y una pérdida del alelo 1p(122). Los FCA 
hiperplásicos tipo serrado a menudo presentan mutaciones BRAF y el fenotipo metilador 
de islas CpG (CIMP) considerándose precursores del pólipo/adenoma serrado sésil 
(P/ASS) en el colon proximal los cuales evolucionan mediante la vía serrada. 
 
2.3.1.3.  Vía del pólipo Serrado 
 
Tradicionalmente los pólipos colorrectales se han clasificado como hiperplásicos o 
adenomatosos. Durante años los pólipos hiperplásicos fueron considerados benignos, sin 
ningún potencial maligno. Sin embargo, a finales de la década de 1980, un gran número 
de estudios sugirió que el CCR podría desarrollarse a partir de pólipos hiperplásicos en 
el contexto de lo que hoy se conoce como el Síndrome de poliposis Serrrada (SPS). 
Algunos estudios señalaron que los pacientes con SPS presentaban un 35% más de riesgo 
de aparición de CCR y un mayor riesgo de tumores sincrónicos(123). Estudios clínicos 
basados en colonoscopias de cribado demostraron que los pólipos serrados están 
asociados al desarrollo de adenomas sincrónicos y metacrónicos avanzados y a la 
progresión hacia el CCR (124). Debe encontrarse al menos uno de los criterios empíricos 
para el diagnóstico de SPS: al menos 5 pólipos serrados (2 o más mayores de 10 mm) 
proximales al colon sigmoide, cualquier número de pólipos serrados proximales al colon 
sigmoide en un individuo con un familiar de 1er grado con SPS y/o más de 20 pólipos 
serrados de cualquier tamaño con distribución en todo el marco cólico. 
 
2.3.1.3.1. Clasificación de pólipos serrados 
 
En 1990, se describió una de serie de 110 pólipos ¨adenomatosos hiperplásicos 
mixtos¨(125) con una morfología serrada de pólipo hiperplásico pero con cambios 
citológicos semejantes a los observados en adenomas tradicionales. En 1996 se demostró 




serrados, aunque con menos atipia, y con una morfología predominantemente sésil a 
diferencia de los pólipos hiperplásicos típicos(126). Posteriormente, un estudio más 
exhaustivo describió un subconjunto de pólipos serrados con una distorsión de las criptas 
y proliferación desordenada, los cuales eran predominantemente sésiles y se localizaban 
en el lado derecho del colon(127). En el año 2005, estos hallazgos propusieron una nueva 
nomenclatura para los pólipos serrados(128). El término "adenoma" usado para describir 
lesiones sésiles ha sido tema de controversia debido a que los adenomas convencionales 
son displásicos, mientras que los ASS carecen de displasia citológica, aunque manifiestan 
una proliferación desordenada y una arquitectura críptica. Se optó por el término 
P/ASS(129).  
 
• Pólipo hiperplásico 
Los pólipos hiperplásicos (PH) tienen una cripta de base estrecha alineada con células 
proliferativas y serradas en el tercio superior de la glándula. Los PH se subdividen en 
tres variantes, ricos en células de Globet, microvesiculares (precursores de los P/ASS) y 
pobres en mucina. En general, los PH son lesiones sésiles con una alta prevalencia y 
suelen localizarse principalmente en el colon distal y recto(130). Endoscópicamente, los 
PH se caracterizan por ser lisos, simétricos y de aspecto pálido. Los microvesiculares son 
lesiones precursoras de los P/ASS y presentan mutaciones BRAFV600E. Por otra lado, los 
ricos en células de Globet, , pueden presentar mutaciones KRAS hasta en un 43%(131) y 
los de gran tamaño, pueden progresar a pólipos serrados displásicos (PSD) y también 
presentar mutación KRAS (132). 
 
• Pólipo o Adenoma Serrado sésil 
Los P/ASS se caracterizan por presentar un crecimiento desordenado y una arquitectura 
alterada de las criptas (formaciones serradas) del epitelio; dichas criptas presentan 
dilataciones en su base y conformaciones en T o L. Los P/ASS pueden presentar áreas de 
displasia citológica y de adenocarcinoma; aunque los tumores con progresión neoplásica 
tienden a perder la característica serrada (133). Es común que se desarrollen a partir de 
PH microvesiculares(134). En general, suelen ser de mayor tamaño que los PH y 
localizarse en colon proximal. Endoscópicamente se caracterizan por tener un tamaño 
mayor de 5 mm, pueden ser planos o sésiles, presentan un recubrimiento de superficie 
lisa en la mucosa con bordes mal definidos e irregulares, estas características conllevan a 
que endoscópicamente presenten dificultad para su detección (135). 
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• Pólipos Serrados displásicos 
Los PSD contienen glándulas serradas y displasia citológica. Existen dos categorías, los 
P/ASS displásicos, que presenta características morfológicas de P/ASS con un área de 
displasia convencional y los adenomas serrados tradicionales (AST) que además de 
contener células serradas también presentan células epiteliales displásicas y criptas 
ectópicas con bases no adyacentes a la muscularis mucosa, en comparación con los P/ASS 
displásicos donde las criptas formadas generalmente se encuentran ancladas a la 
muscularis mucosa. Los AST se diferencian de los P/ASS displásicos por su localización 
distal, morfología polipoide, arquitectura tubulovellosa y un marcado citoplasma 
eosinofílico (136). Las AST con frecuencia presentan mutaciones KRAS, aunque también 
se han identificado fenotipos con mutaciones BRAF (137). 
 
 
2.3.1.3.2.  Alteraciones moleculares de lesiones serradas 
 
Las criptas serradas se caracterizan por la presencia de mutaciones BRAF; los PH con 
mutaciones KRAS presentan pocas o ausencia de glándulas serradas. Los tumores 
desarrollados a partir de un PH tienen una incidencia de inestabilidad de microsatélites 
(MSI) más alta de lo esperado (138). Según un estudio, los P/ASS sin/con displasia 
descritos en piezas de colectomías tenían más probabilidades de presentar MSI, aunque 
otros estudios se observó que se encontraba con mayor predominancia en AST que en 
muestras controles (37.5% vs. 11%)(139). Por otro lado, se ha observado MSI tan solo 
en áreas de ASS avanzados con focos de carcinoma, lo que sugiere que la MSI se 
desarrolla tarde en la vía serrada. La perdida de expresión epigenética de MLH1 a través 
de su metilación es la causa subyacente de la MSI en lesiones serradas y es un factor 
importante en la progresión al cáncer invasivo (131). Una gran proporción de carcinomas 
de origen serrado manifiestan una estabilidad de microsatélites (MSS) y con frecuencia 
presentan mutación TP53, lo que puede explicar el fenotipo más agresivo y su peor 
pronóstico en comparación a tumores asociados a MSI (HRR, 2,97; IC 95%, 2.05-
4.32)(140). CIMP se observa tanto en el PH como en  los P/ASS proximales(141). Se 
detectó CIMP en PH microvesiculares en un 47%, un 75% en P/ASS y un 80% en AST. 
Usando una definición más rigurosa de metilación (marcadores ≥ 4/5), se detectó CIMP 
en el 11% de PH microvesiculares, en comparación del 40% en los P/ASS. CIMP incluso 




(142). Los niveles más altos de CIMP se encontraron con mayor frecuencia en los P/ASS 
(con o sin displasia) que en los AST o carcinomas convencionales. En conjunto, estos 
datos indican que la metilación específica en las islas CpG puede facilitar la transición de 
PH microvesicular a P/ASS. Se han estudiado las mutaciones BRAF y KRAS en una serie 
de pólipos serrados evidenciándose mutaciones BRAF en el 36% de los PH y en el 100% 
de los P/ASS. La sustitución V600E es la mutación BRAF más común en humanos, 
incluido en el CCR de origen serrado(143). Usando las definiciones histológicas actuales, 
el 70-76% de los PH microvesiculares y el 75-83% de los P/ASS tienen mutaciones 
BRAFV600E. Por otro lado, esta mutación se ha detectado en un 5% de tumores con MSS 
y en un 52% de tumores asociados a la MSI(140). Sin embargo, las revisiones histológicas 
han confirmado que la mutación BRAF casi nunca se detecta en adenomas convencionales 
o en el síndrome de Lynch, resaltando la asociación de la mutación BRAF con la vía 
serrada y no con la MSI. La mutación BRAF esta asociada fuertemente con CIMP (144). 
Estos hallazgos apoyan el papel de CIMP y la vía Mitogen-Activated protein Kinases 






















Tabla 4. Características clínicas y moleculares de lesiones serradas(145). 
 
2.3.1.3.3.  Inicio y progresión de la vía del pólipo serrado 
 
La activación del gen BRAF en el epitelio melanocítico normal y en el epitelio 
gastrointestinal del ratón da como resultado un estallido inicial de proliferación seguido 
de senescencia celular (146). La inhibición inducida por metilación de p16INK4a es un 
evento precoz en la vía serrada y puede ser suficiente para permitir que las células 
colorrectales (posibles PH microvesiculares) escapen de la senescencia inducida por 
BRAF(147). En los melanocitos, el gen BRAF activado es suficiente para la síntesis y 
secreción de la proteína de unión al factor de crecimiento similar a la insulina 7 (IGFBP7) 
que a su vez inhibe la señalización MAPK e induce senescencia y apoptosis(148). Las 












CIMP-H + +++ +++ ++ 
Metilación MLH-1 - - ++ - 
MSI - - ++ - 
Mutación BRAF + +++ +++ + 
Mutación KRAS + - - + 
Clínica Características 
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Forma Plano, Sésil Plano, Sésil Sésil o Pediculado 
Tamaño Menos de 5mm 
Mayor que el 
Hiperplásico 





células columnares grandes vacuoladas en las criptas de los PH microvesiculares y P/ASS 
son una manifestación de la senescencia celular (142). La inhibición a través de la 
metilación del IGFBP7, mutaciones BRAF y CIMP en células con CCR permite la 
proliferación celular sin restricciones y la progresión a P/ASS al permitir el escape de la 
senescencia inducida por p53(149) (Figura 9). Por lo tanto, los efectos carcinogénicos 
adicionales de las mutaciones BRAF y CIMP pueden ser el resultado de la inhibición de 
























Figura 9. La vía del pólipo o adenoma serrada sésil(150).  
 
 
2.3.1.3.4.  Detección y vigilancia de pólipos serrados 
 
La detección de pólipos serrados a través de las modalidades de cribado actualmente 
disponibles puede ser difícil. Tienen menos probabilidades de sangrado y, por lo tanto, 
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pueden no detectarse mediante el análisis de sangre oculta en heces (SOH)(151). La 
colonoscopia tiene un rendimiento relativamente bajo en la detección de pólipos 
serrados, lo que puede explicar en parte la disminución en los últimos años de las tasas 
de mortalidad del CCR de lado izquierdo, pero no la de lado derecho(152). Esto puede 
deberse a una preparación deficiente y a una mala visualización de las lesiones planas y 
cubiertas de mucosa en el lado derecho del colon. Ensayos aleatorizados han demostrado 
que la cromoendoscopia mejora la detección de pólipos serrados. La importancia de la 
detección y eliminación de pólipos serrados se debe a la evidencia de que los cánceres 
de intervalo (evidenciados a pesar de la detección y vigilancia adecuada por 
colonoscopia) tienen cuatro veces más probabilidades de estar asociados con MSI(153) y 
CIMP, siendo estos más proximales y mucinosos, características sugestivas de la 






























2.3.2. Fenotipos Moleculares 
 
La evidencia sugiere que el CCR hereditario y esporádico son causados por sucesos 
genéticos y moleculares secuenciales. Hay tres vías distintas en la patogénesis del CCR: 
la vía de inestabilidad cromosómica (CIN), la vía de MSI y la vía del CIMP. 
 
2.3.2.1.  Vía de la inestabilidad cromosómica 
 
El mecanismo más frecuente en el CCR es CIN (65-70%) y se caracteriza por defectos y 
alteraciones en la segregación cromosómica, la estabilidad de los telómeros y la respuesta 
al daño del ADN. La presencia de una inestabilidad genómica es una característica 
distintiva de la tumorogénesis. En condiciones fisiológicas normales, la mitosis genera 
dos células hijas con el mismo número de cromosomas que la célula original. Sin 
embargo, algunas células genéticamente alteradas pueden llegar a dividirse realizando un 
reparto desigual de cromosomas. Como consecuencia, las células resultantes tendrán 
numerosas regiones cromosómicas perdidas, duplicadas o una pérdida de heterocigosidad 
(LOH), lo cual implicará la carencia y/o sobrerrepresentación de multitud de genes. A 
pesar de que se ha logrado un progreso sustancial en la identificación de las causas de 
CIN en el CCR, sus mecanismos subyacentes siguen siendo desconocidos(117). Los 
posibles mecanismos incluyen alteraciones en la segregación cromosómica, disfunción 
de los telómeros y en la respuesta al daño del ADN, afectando genes importantes como 
TP53 y APC. Las mutaciones de pérdida de función del TP53, que es el gen del punto de 
control del ciclo celular principal, producen una entrada incontrolada en dicho ciclo(117). 
Los casos de CCR con CIN se caracterizan por la presencia de alteraciones somáticas 
extensas en el número de copias en todo el genoma dando como resultado tumores 
aneuploides y pérdida de heterocigosidad (LOH)(155). Las mutaciones en APC, que están 
asociadas con defectos en la segregación cromosómica(156), también se asocian 
fuertemente con CIN promoviendo la progresión al CCR. El gen APC forma parte de la 
vía de señalización Wnt-β-catenina(157), y su inactivación da como resultado un aumento 
en la expresión nuclear de CTNNB1 y la proliferación celular. Por lo tanto, la vía de 
señalización Wnt-β-catenina juega un papel protector en los carcinomas CIN positivos. 
Una teoría considera que los carcinomas tienen un origen clónico, ya que surgen de una 
única célula genómicamente inestable, pero a su vez, desarrollan una heterogeneidad 
genética debido a CIN. Esto explica la heterogeneidad observada entre los tumores con 
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respecto al contenido de ADN, el número cromosómico, la expresión génica, el 
metabolismo, la resistencia a los fármacos citotóxicos y el potencial metastásico(158). 
 
2.3.2.1.1.  Mecanismos etiológicos 
 
• Defectos en la segregación cromosómica 
El fenotipo CIN puede ser el resultado de defectos en las vías que regulan la segregación 
cromosómica. El punto de control de la mitosis o del ensamblaje del huso mitótico 
garantiza la segregación cromosómica adecuada al retrasar la transición de metafase a 
anafase hasta que todos los pares de cromátidas duplicadas estén alineados correctamente 
en el huso. Los genes codificantes de proteínas que funcionan como reguladores del punto 
de control de la mitosis incluyen los mitotic arrest-deficient (MAD1L1 y MAD2L1), el 
budding uninhibited by benzimidazoles 1 (BUB1) y el kinesin family member 11 (KIF11). 
Las mutaciones en BUB1 dan como resultado un esamblaje del huso mitótico anormal y 
una inestabilidad en las líneas celulares cromosómicamente estables(159). Las células de 
los ratones mutantes mBUB1 negativos demuestran un escape a la apoptosis, la 
progresión continua del ciclo celular y la ruptura de los husos mitóticos(160). La proteína 
Kinesin, también conocida como Eg5, es una proteína motora responsable de la formación 
del huso mitótico y de la separación cromosómica durante la mitosis.  
La sobreexpresión de Eg5 en ratones produce defectos del huso, CIN y formación de 
tumores sólidos(161). La falta de segregación cromosómica debida a defectos en el punto 
de control mitótico puede conducir a aneuploidía, un concepto propuesto por primera vez 
por Theodor Boveri en 1902, mucho antes de la llegada del cariotipo cromosómico(2). 
La hipótesis de aneuploidía propone un mecanismo de dos pasos para el desarrollo 
tumoral. El primer paso es un defecto en la formación del huso mitótico que promueve la 
mala segregación cromosómica y la aneuploidía. En el segundo paso, la aneuploidía 
desestabiliza el genoma, dando lugar a mutaciones policlonales teniendo como resultado 
cariotipos heterogéneos. Por lo tanto, la aneuploidía estimula la tumorogénesis ya sea 
aumentando las posibilidades de LOH de un gen supresor de tumores o mediante la 








• Disfunción del Telómero 
CIN también puede ser impulsado por la disfunción de los telómeros. Los telómeros son 
repeticiones de ADN de tipo hexamérico (TTAGGG en humanos) que protegen los 
extremos de los cromosomas eucariotas de la fusión y la ruptura durante la segregación. 
Una porción del ADN telomérico se pierde después de cada ciclo de replicación del ADN 
debido a la incapacidad de la ADN polimerasa para sintetizar por completo el extremo 3' 
de los cromosomas. Las células con telómeros suficientemente acortados se dirigen a la 
senescencia y la apoptosis mediante puntos de control de daños en el ADN. Las células 
que sobreviven al punto de control activan la telomerasa, que a su vez alargan los 
telómeros. En ratones deficientes en el componente de ARN de la telomerasa (Terc -/-), el 
acortamiento de los telómeros da como resultado focos de criptas aberrantes, adenomas 
y tumores gastrointestinales(162). El 77-90% de los CCR albergan telómeros más cortos, 
en comparación con el tejido normal adyacente, aunque también se ha informado un 
aumento en la actividad de la telomerasa(163). Estos hallazgos sugieren que el 
acortamiento de los telómeros promueve CIN que da inicio a la carcinogénesis, mientras 
que la activación de la telomerasa en carcinomas establecidos conduce a la inmortalidad 
de las células cancerígenas. 
 
• Pérdida de heterocigosidad 
LOH es una característica clave de los tumores CIN positivos y distingue los tumores que 
surgen de la ruta CIN de los tumores que surgen de la vía MSI. Aproximadamente el 25-
30% de los alelos se pierden en los tumores(164). La no disyunción mitótica, la 
recombinación entre cromosomas homólogos y la deleción cromosómica se encuentran 
entre los mecanismos implicados. Un estudio concluyó que la mayoría de las pérdidas en 
el cromosoma 18 involucraban a todo el cromosoma y eran causadas por la no disyunción 
mitótica. Se pensaba que las pérdidas limitadas a una parte de un cromosoma se debían a 
recombinaciones y deleciones intercromosómicas asociadas con las roturas de dobles 
cadenas de ADN(165). 
 
• Deficiencias en la respuesta al daño del ADN 
Las deficiencias en la respuesta al daño del ADN se han relacionado con carcinomas. Las 
mutaciones inactivas en la ataxia telangiectasia mutada (ATM) y la ataxia telangiectasia 
y las proteínas quinasas relacionadas con Rad3 (ATR) conducen al síndrome de ataxia 
telangiectasia y al síndrome de Seckel, respectivamente(166). Otras entidades 
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relacionadas con la deficiencia en la respuesta al daño en el ADN incluyen: el síndrome 
de Li-Fraumeni (mutación TP53) y el cáncer hereditario de mama y ovario (mutaciones 
BRCA1 y BRCA2). De estos genes, solo el TP53 ha sido directamente implicado en el 
CCR. La haplo-insuficiencia de la histona H2AX, un sustrato del ATM y de ATR, 
conduce a la inestabilidad genómica y a la susceptibilidad tumoral en un entorno 
deficiente en p53, por otro lado, los fibroblastos embrionarios de ratón derivados de los 
ratones ATM- y H2Ax- deficientes muestran una inestabilidad genómica grave(167). La 
deficiencia en Chk1, una proteína de punto de control de daño en el ADN causa defectos 
mitóticos e interrumpe la Aurora B durante la mitosis, lo que resulta en la falla de la 
citocinesis y la multinucleación(168). 
 
2.3.2.1.2.  Anomalías genéticas  
 
Estudios recientes han identificado más de 80 mutaciones somáticas en exones de tumores 
colorrectales. Sin embargo, un número limitado de estas mutaciones se encuentran en un 
porcentaje significativo de tumores. Se predijo que quizás 15 o menos de estas mutaciones 
en cualquier caso de CCR son conductores críticos de iniciación, progresión y/o 
mantenimiento del tumor(169). Muchos de los genes identificados por el análisis de 
secuenciación ya eran conocidos por estar mutados somáticamente en el CCR. En la Tabla 
5 se describen oncogenes y genes supresores mutados somáticamente en CCR. 
 
• APC  
El evento genético más precoz en la carcinogénesis colorrectal es la activación de la vía 
Wnt-β-catenina, típicamente a través de la interrupción de APC en 5q21(170). 
El producto del gen APC es una proteína de aproximadamente 300 kDa con múltiples 
dominios funcionales que regulan la diferenciación, adhesión, polaridad, migración, 















Tipo de mutación 
Prevalencia 
(%) 





(codones 12, 13 del exón 
2) 
40 




(E545K en el exón 9, 
H1047R en el exón 20) 
15-30 
Proliferación celular y 
supervivencia 
CDK8 13q12 Amplificación génica 10-15 
Activación de β-
catenina 
EGFR 7p12 Amplificación génica 5-15 




que activan la actividad 
de la quinasa (más 
comúnmente V600E) 
5-10 
Proliferación celular y 
supervivencia 
CMYC 8q24 Amplificación génica 5-10 





deleción, pérdida de 
alelos que conducen a 









pérdida de alelos 
60-70 
Arresto del ciclo celular, 
apoptosis e inducción de 
la autofagia 
DCC 18q21 Mutación putual 50 
Receptor de superficie 
celular para netrin-1, 
desencadena apoptosis 
de células tumorales 





pérdida de alelos 
10-15 
Mediador intracelular de 
la ruta TGF-β 
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En el CCR esporádico, las mutaciones APC están presentes en adenomas microscópicos, 
en el 50-60% de adenomas pequeños (<0,5 cm) y se encuentran con similar frecuencia en 
adenomas y carcinomas avanzados, lo que indica que las mutaciones inactivas en APC 
son un evento precoz en la carcinogénesis colorrectal(171). Se argumentó que APC es un 
"gen guardián" que es "responsable de mantener un número de células constante en la 
renovación de poblaciones celulares"(172). Casi todas las mutaciones somáticas 
conducen al fallo prematuro de la proteína APC. Ambos alelos APC se inactivan en 
adenomas y carcinomas que surgen en pacientes con PAF, así como en el carcinoma 
esporádico. Mientras que las mutaciones inactivas de la línea germinal en APC se 
localizan en todo el gen, las mutaciones somáticas se agrupan entre los codones 1286 y 
1513(173). Un mecanismo alternativo para la inactivación del gen APC puede ser la 
hipermetilación del promotor APC, que se ha informado en el 18% de los adenomas y 
carcinomas colorrectales(174). 
 
• Otras mutaciones  
Las mutaciones somáticas función-ganancia en β-catenina (CTNNB1) que afectan a los 
aminoácidos clave en la fosforilación y ubiquitinación del N-terminal de la β-catenina se 
han identificado en un subconjunto del CCR, aunque son comunes en otros tipos de 
cáncer. Sin embargo, estas mutaciones se han encontrado en el 50% de los carcinomas 
con APC wild-type, lo que subraya la importancia de la vía de Wnt-β-catenina en el 
CCR(175). Se identificó una mutación germinal en AXIN2 en una familia con CCR 
familiar y agenesia dental, lo que sugiere que la mutación puede haber interferido con la 
función de Axin en la regulación de β-catenina(176). 
 
• KRAS 
La familia RAS de proteínas-G pequeñas incluyen: K-RAS4A, K-RAS4B, H-RAS y N-RAS, 
que son interruptores moleculares de los receptores del factor de crecimiento, como el 
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)(177). El EGFR es afectado por 
mutaciones somáticas en menos del 5% de los CCR. Por el contrario, el oncogén KRAS 
está mutado en 40% de los CCR. Las mutaciones puntuales de un solo nucleótido en los 
codones 12 y 13 del exón 2, el codon 146 en el exón 4 y raramente en el codon 61 del 
exón 3, bloquean la enzima en forma activada del trifosfato de guanosina (GTP) que 
conduce a la activación constitutiva de RAS. Un pequeño número de casos de CCR tienen 




frecuencia en focos de criptas aberrantes, pero no son necesarios para el inicio del 
adenoma(178). Las mutaciones KRAS se observan en el 10% de adenomas menores de 1 
cm y en el 40-50% de adenomas > 1 cm, lo que sugiere que juega un papel en la 
progresión del adenoma colorrectal(179). La disrupción dirigida de los alelos KRAS 
mutantes en líneas celulares con CCR redujo el crecimiento celular, mientras que la 
activación de la mutación KRASG12D aceleró el crecimiento tumoral en un modelo de ratón 
con CCR esporádico(180). El mejor efector característico de KRAS es la vía de la cinasa 
regulada por señal (ERK)/MAPK. La familia RAF incluye tres quinasas serina-treonina 
(A-RAF, B-RAF y C-RAF) que fosforilan MAPK1 y MAPK2, los cuales activan ERK1 
y ERK2. ERK a su vez activan sustratos como el JUN y ELK1, factores de transcripción 
que regulan genes como la ciclina D1, involucrada en el control del ciclo celular(181). 
RAS está relacionado con el factor nuclear-kB (NF-kB), un factor de transcripción que 
regula la respuesta inmune y la supervivencia celular. TBK1 puede activar NF-kB 
mediante la fosforilación de su inhibidor IkB. La señalización de TBK1 y NF-kB es 
esencial en tumores mediados por KRAS; la supresión de la apoptosis es inducida por 
TBK1 específicamente en líneas celulares cancerígenas transformadas con KRAS, 
mientras que la inhibición de NF-kB bloquea la formación de tumores en pulmón, 
inducida por RAS, en ratones(182). 
 
• TP53 
El gen TP53 se encuentra en el cromosoma 17p y codifica un factor de transcripción que 
es un supresor tumoral y regulador principal de cientos de genes implicados en el 
metabolismo del ADN, apoptosis, autofagia, regulación del ciclo celular, senescencia, 
angiogénesis, respuesta inmune, diferenciación celular, motilidad y migración. La 
disfunción del p53 es casi universal en tumores de seres humanos, y la pérdida de la 
función p53 se informa en 4-26% de los adenomas, 50% de los adenomas con focos de 
carcinoma y 50-75% en el CCR, lo que sugiere que la mutación TP53 y LOH juegan un 
papel principal en la transición de adenoma a carcinoma(183). Los defectos TP53 en la 
transición adenoma-carcinoma reflejan el hecho que situaciones estresantes tales como la 
rotura del ADN, la erosión de los telómeros y la hipoxia pueden activar las vías 
apoptóticas y de detención del ciclo celular en células tumorales con función de TP53 
wild-type. Como tal, las mutaciones en TP53 pueden facilitar el crecimiento y la invasión 
continua en situaciones de stress, que de lo contrario podrían dificultar la supervivencia 
de las células tumorales en la transición adenoma-carcinoma. Aproximadamente el 80% 
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de las mutaciones TP53 son mutaciones de sentido erróneo (missense), que conducen a 
la síntesis de una proteína parcialmente inactiva. TP53 es inducido por proteínas 
oncogénicas tales como c-Myc, RAS, y adenovirus E1A. TP53 normalmente está 
regulado negativamente por MDM2, E3-ubiquitin ligasa y MDM4, que dirigen su 
ubiquitinación, mientras que en situaciones de estrés se permite la función de TP53(184). 
 
• Aneuploidy: Pérdida de 18q  
La pérdida alélica en el cromosoma 18q ha sido identificada en hasta un 70% de los casos 
de CCR, particularmente en etapas avanzadas. Los supresores tumorales ubicados en 18q 
incluyen: deleted in colorectal carcinoma (DCC), SMAD2, SMAD4 y Cables. La 
expresión del gen DCC está ausente o marcadamente reducida en la mayoría de CCR 
avanzado(185). DCC codifica un receptor para netrin-1 e induce apoptosis a menos que 
se una a su ligando(186). Sin embargo, un modelo de ratón DCC mutante no desarrolló 
el carcinoma, por lo que surgieron dudas sobre su papel en la carcinogénesis(187). Un 
grupo dirigido por Patric Mehlen informó recientemente que los ratones en los que la 
actividad proapoptótica de DCC está genéticamente silenciada desarrollan neoplasia 
intestinal espontánea y, en un trasfondo de APC mutante, un adenocarcinoma más 
invasivo. Por lo tanto, DCC suprime la formación de tumores colorrectales por inducción 
de apoptosis de células tumorales(188). Las mutaciones SMAD2 y SMAD4 se han 
encontrado en el 10 y el 15% de casos de CRC, respectivamente(189). Las mutaciones en 
SMAD4 se encuentran en un subgrupo de pacientes con síndrome de poliposis juvenil 
(JPS), que se caracteriza por la aparición de pólipos hamartomatosos múltiples en todo el 
tracto GI en la infancia con una mayor incidencia de cánceres de estómago, intestino 
delgado, colon y páncreas(190). La proteína Cables aumenta la fosforilación de la tirosina 
de las quinasas dependientes de ciclina (cdk2, cdk3 y cdk5) por las quinasas tirosina no 
receptoras (Src, Abl y Wee1). La pérdida de expresión Cables se encuentran en el 60-
70% del CCR esporádico, y la pérdida de Cables en ratones potencia la tumorogénesis 










2.3.2.1.3.  Aspectos clínicos  
 
Los pacientes con mutaciones activadas KRAS y BRAF pueden experimentar peores 
resultados en SG en comparación con los pacientes wild-type(192). Los pacientes con 
tumores que albergan mutaciones KRAS y PIK3CA tienen más probabilidades de 
desarrollar metástasis hepáticas en comparación con los pacientes de wild-type(193). La 
mutación TP53 puede estar asociada con una mayor mortalidad, pero este riesgo puede 
estar limitado a pacientes con enfermedad metastásica(194). Existen informes 
contradictorios sobre si la deleción del cromosoma 18q se asocia con peores resultados 
oncológicos; las deleciones individuales cromosómicas se usan actualmente como 
marcadores moleculares para el pronóstico en el CCR(195). Los pacientes con tumores 
KRAS mutados no responden de forma apreciable a la inhibición del EGFR; el uso de 
agentes tales como el cetuximab se limitan, por lo tanto, a pacientes con cáncer de tipo 
KRAS wild-type(196). Un reciente ensayo clínico de fase I examinó el tratamiento de 
tumores con mutaciones BRAFV600E con Vemurafenib, un inhibidor específico de la 
proteína BRAF, demostrando resultados mixtos lo que sugieren la presencia de 
mecanismos de resistencia primaria(197).  
 
2.3.2.2. Vía de la inestabilidad de microsatélites 
 
El fenotipo más estudiado es la MSI, el cual se desarrolla a partir de defectos en la 
reparación de daños en el ADN o MMR y se encuentra aproximadamente en el 15% de 
todos los casos, de los cuales el 3% están asociados al CCHNP. 
En 1993, Manuel Perucho y col. realizaron la amplificación de miles de secuencias en el 
cáncer de colon y combinaron muestras de tejido normal utilizando primers elegidos al 
azar. Su grupo encontró que el 12% de los tumores tenían bandas de longitud más corta. 
Las secuencias de estas bandas contenían elementos repetitivos simples (es decir, 
microsatélites), principalmente en tractos de poliadenina (An) asociados con secuencias 
Alu. Un trabajo adicional reveló que los tumores con estas mutaciones somáticas se 
asociaron con características clínicas distintas. Los tumores tenían una probabilidad 
significativamente mayor de aparecer en el colon proximal, menos probabilidades de ser 
invasivos, menos probabilidades de albergar mutaciones KRAS o TP53, con mayor 
probabilidad de ser poco diferenciados y encontrarse en pacientes más jóvenes(198). Al 
mismo tiempo, Stephen Thibodeau identificó mutaciones de delección en secuencias An 
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en los cromosomas 5q, 15q, 17p y 18q en tumores colorrectales, acuñando el término de 
MSI. Similar a los hallazgos de Perucho, el grupo de Thibodeau informó que MSI se 
observaban en el 28% de los tumores colorrectales y encontró que el 89% de estos 
tumores estaban localizados en el colon proximal y se asociaron con un mejor pronóstico 
que los tumores MSS(199). Los estudios de alotipado encontraron que el 15% de los casos 
de CCR no tuvieron LOH aparente; posteriormente se descubrió que estos tumores 
albergaban MSI(200). Tanto los grupos de Perucho como de Thibodeau reconocieron que 
la MSI representa una vía única para el desarrollo de CCR. 
 
2.3.2.2.1.  Sistema de MMR en ADN 
 
El sistema de reparación MMR es un mecanismo celular encargado de reconocer y reparar 
determinados errores en el ADN, incluyendo inserciones, deleciones e incorporaciones 
erróneas de bases. Estos cambios pueden surgir como consecuencia del daño en el ADN, 
producto de la recombinación o por no haber sido reparado por los sistemas de 
reconocimiento de errores de las polimerasas durante la replicación.    La mayoría de los 
casos de CCHNP se deben a mutaciones en los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 que 
alteran el correcto funcionamiento de las proteínas. En alrededor de la mitad de los casos 
de CCHNP, el gen mutado de forma germinal es MSH2, mientras que en el 30-40% lo es 
MLH1. MSH6 concentra un 7-10% de las mutaciones y PMS2 una proporción inferior al 
5% del total. En estos dos últimos casos, la penetrancia del cáncer es menor y la edad de 
aparición de la enfermedad es más tardía. Estas frecuencias varían según la zona 
geográfica en función de las mutaciones fundadoras propias de cada región. Además, es 
importante destacar la presencia de variantes hipomórficas, las cuales reducen 
parcialmente la actividad de la proteína generada sin llegar a anular por completo su 
función. La aparición de mutaciones de novo también se ha reportado como mecanismo 
causal de SL, existiendo también mutaciones fundadoras y/o recurrentes. Existe también 
una proporción de casos cercana al 1-3% en el que determinadas deleciones afectando al 
gen EPCAM conllevan un silenciamiento epigenético de MSH2 en tejidos donde el gen 
EPCAM se expresa de forma constitutiva. Por último, la hipermetilación constitutiva de 
las islas CpG de MLH1, también se ha descrito como mecanismo causal de SL, ya que 
provoca la pérdida de expresión de la proteína, en este caso sin ninguna mutación genética 
identificable asociada. Es importante destacar que la pérdida alélica germinal propia del 




Investigaciones adicionales revelaron que MSI surge de defectos en el sistema de MMR, 
uno de varios sistemas de reparación de ADN. En células procariotas, el sistema MMR 
consiste en una familia de enzimas codificadas por los genes mutS y mutL que detectan 
los errores de replicación del ADN en los que la cadena recién sintetizada ha incorporado 
un nucleótido incorrecto. Estos desajustes de pares de bases únicos generalmente dan 
lugar a mutaciones puntuales. Es más probable que la ADN polimerasa cometa tales 
errores durante la replicación de secuencias largas de ADN repetitivas, como los 
microsatélites. El deslizamiento durante la replicación de una secuencia repetitiva da 
como resultado la formación de un bucle de inserción-eliminación que puede ser 
identificado y corregido por el sistema MMR. Si este ciclo no se repara, se produce una 
mutación, la que puede producir una proteína aberrante y no funcional(201).  
 
 
2.3.2.2.2. Inestabilidad de microsatélites esporádica 
 
Dos de las tres descripciones iniciales de MSI se realizaron en muestras de tejido de 
carcinoma de colon de tipo esporádicos, en lugar de tumores de pacientes con CCR 
familiar(199). Aproximadamente el 12-17% de todos los tumores colorrectales tienen 
MSI, mientras que solo el 3% de los carcinomas se identifican en familias con síndrome 
de Lynch; por lo tanto, la mayoría de los casos de CCR con MSI son esporádicos(202). 
Característicamente, el CCR esporádico con MSI se asocia con (1) ausencia de 
agrupamiento significativo en las familias, (2) metilación bialélica del promotor 
MLH1(203), (3) ausencia de proteínas MLH1 y PMS2 (no MSH2), (4) diploidia (74%), 
(5) mutación frecuente BRAF (generalmente V600E)(146), y (6) mejor pronóstico que 
los tumores de MSS(204). Sin embargo, la MSI se asocia con una peor supervivencia en 
CCR metastásico en el contexto de la mutación BRAF(205). Los pacientes con CCR 










2.3.2.2.3.  Fisiopatología  
 
En 1995, Markowitz y col. examinaron el papel del factor de crecimiento transformante 
β (TGF-β) en MSI; la señalización de TGF-β inhibe la proliferación de células epiteliales 
colónicas. Descubrieron que el TGF-β del tipo II (TGFβR2) no se expresaba en las líneas 
celulares de CCR con MSI, pero se expresaba en líneas celulares MSS. Aquellas líneas 
celulares sin expresión del TGFβR2 no ralentizaron la proliferación en respuesta a TGF-
β. Además, el estudio demostró que una deleción de un solo par de bases en una secuencia 
A10 repetitiva en TGFβR2 se encontró en el 90% de 111 muestras de tumorales 
colorrectales con MSI-positivas, lo que sugirió un modelo en el que las secuencias 
repetitivas de ADN son sensibles a la pérdida de actividad MMR del ADN, que conduce 
a mutaciones, paradas prematuras de codones e inactivación de genes(207). Un gen 
supresor tumoral adicional con una MSI-High (MSI-H) es ACVR2A, que codifica el 
receptor de activina tipo II. Ambos alelos del gen ACVR2A están somáticamente mutados 
en un trayecto repetido de poliadenina en el exón 10 en aproximadamente el 85% de los 
CCR con MSI-H. La mutación resultante se asocia con la pérdida del receptor de activina 
tipo II y un peor pronóstico. Las células MSI-H en las que se ha restaurado la función de 
ACVR2 o TGFβR2 presentan un crecimiento más lento. Aproximadamente un tercio de 
los casos de CCR con MSI-H albergan mutaciones en un trayecto repetido del gen 
TCF7L2, que codifica la proteína TCF4. TCF4 suprime la transcripción de ADN de los 
genes diana en la vía Wnt-β-catenina en el contexto de la β-catenina estabilizada, que 
puede proporcionar una ruta adicional para la activación de Wnt-β-catenina en el cáncer 
MSI-H(208). Han sido identificados varios otros genes afectados por MSI que codifican 
proteínas reguladoras de la proliferación celular (GTB1, TCG - 4, WISP3, IGFP2R, Axin-
2 y CDX2), ciclo celular (BAX, caspasa-5, RIZ, BCL-10, PTEN, hG4-1 y FAS) y 
reparación del ADN (MBD-4, BLM, CHK1, MLH3, RAD50, MSH3 y MSH6)(131). Sin 
embargo, no está claro cuáles de estas mutaciones tienen significación funcional (como 
se ha determinado con el TGFβR2) y cuales son simplemente marcadores de MSI, debido 
a que la inactivación bialélica de estos genes no se ha documentado en todos los tumores. 
Por ejemplo, un estudio retrospectivo reciente no encontró asociación entre las 
mutaciones BAX en los tumores MSI-H y la SG del paciente (209). Los pasos clave en la 
ruta MSI hacia CCR se describen en la Figura 10. El descubrimiento de objetivos 
genéticos múltiples de la deficiencia de MMR que difieren del modelo clásico de Fearon 




diferente de los tumores de MSS convencionales. Los tumores en la vía CIN surgen de 
una combinación de mutaciones genéticas y LOH, lo que origina la inactivación bialélica 
de APC. Por otro lado, los tumores colorrectales con MSI albergan un mayor número de 
mutaciones puntuales en comparación con los cánceres de MSS, tienen más 
probabilidades de ser diploides y no presentan una LOH generalizada. La gran mayoría 
de los tumores asociados a MSI tienen una expresión normal de APC, pero tienen 
mutaciones en β-catenina que impiden la unión a la proteína APC y su degradación, que 
es funcionalmente equivalente a la pérdida de esta proteína(210). Otros tumores 
asociados a MSI no tienen el APC inactivado ni β-catenina mutada, pero si mutaciones 
































2.3.2.2.4.  Aspectos clínicos 
 
La definición de MSI se estandarizó en una reunión de consenso internacional en 1997. 
El término MSI-H se utiliza cuando más del 30% de un panel de marcadores de un 
microsatélite definido está mutado. Aquellos casos de CCR en los que al menos 1, pero 
menos del 30%, de los marcadores están mutados se denominan MSI-low (MSI-L), los 
cuales tienen características clínicas de tumores MSS(211). Se ha reconocido otro tipo de 
MSI, llamado "elevated microsatellite alterations at selected tetranucleotide repeats" 
(EMAST). EMAST se encuentra frecuentemente en tumores no colónicos, está asociado 
con mutaciones TP53 y no es causado por la inactivación del sistema MMR(212).  La 
prueba MSI se usa clínicamente para identificar pacientes con síndrome de Lynch, que 
comprende el 2-3% de casos de CCR. En MSI se identifican tumores colorrectales MMR-
deficientes con un 93% de sensibilidad, mientras que la sensibilidad y especificidad del 
análisis inmunohistoquímico de MLH1 y MSH2 es del 92.3% y del 100%, 
respectivamente(213). La sensibilidad del análisis inmunohistoquímico mejora si la 
expresión de MSH6 y PMS2 se incluyen en el análisis. La tinción de tumores para 
proteínas MMR puede ser heterogénea, lo que puede limitar la sensibilidad. Los tumores 
MSI-H también se pueden distinguir de los tumores MSS por la presencia de linfocitos 
infiltrantes citotóxicos tumorales en el examen histológico, cuyo grado confiere de forma 
independiente una mejor supervivencia(214). 
 
• MSI y la respuesta a la Quimioterapia 
El fenotipo MMR está asociado con la resistencia a agentes citotóxicos en líneas celulares 
de CCR humano tales como HCT-116(215). La estabilidad en la activación de MMR en 
las líneas celulares aumenta la sensibilidad a los agentes alquilantes, 6-tioguanina (6-TG), 
5-fluorouracilo (5-FU) y compuestos de platino(142). Con la excepción de un 
estudio(216), múltiples trabajos incluidos dos metanálisis, no han mostrado beneficio de 
la quimioterapia entre pacientes con tumores colorrectales asociados a MSI(217). Un 
estudio con mayor impacto, encontró una mortalidad tres veces mayor en pacientes con 
CCR estadio II en tumores asociados a MSI en comparación con MSS(218). Sin embargo, 







2.3.2.3.  Fenotipo CpG Island Methylator 
 
Aproximadamente un 70% de los promotores que regulan la expresión génica en humanos 
contienen regiones ricas en el dinucléotido citosina-guanina (CpG). Estas regiones, 
denominadas islas CpG, tienen una longitud superior a 200 pares de bases y una presencia 
de CpG incrementada en más del 60% de lo que correspondería por azar. La metilación 
de las citosinas de los dímeros CpG de estas islas supone un efectivo mecanismo de 
silenciamiento génico que permite regular la expresión de un gen sin necesidad de alterar 
su secuencia original. La metilación de genes concretos es un fenómeno frecuente en 
CCR como segundo evento inactivante de la expresión génica, tal y como se ha visto para 
APC, MCC o MLH1(220). Pero más allá de la metilación génica puntual, en algunos 
tumores de CCR se observa un patrón generalizado de metilación de islas CpG. Como 
consecuencia, multitud de genes son silenciados, incluyendo algunos que son clave para 
el mantenimiento homeostático de la célula. El fenotipo ligado a la metilación 
generalizada de estas islas se domina CIMP, pudiéndose observar en alrededor de un 15% 
de los CCR esporádicos. Es el tercer fenotipo reconocido en el CCR. La metilación de 
nucleótidos desempeña un papel central en la regulación del ADN. Permite el 
empaquetamiento y la condensación de la molécula de ADN pudiendo lograr que un gen 
no se encuentre disponible para la transcripción. En algunos casos de CCR, se observa 
una hipermetilación en sitios específicos, mientras que al mismo tiempo se observa una 
hipometilación amplia del genoma con el avance en las etapas de la enfermedad. La 
combinación de un nucleótido de citosina seguido por un nucleótido de guanina 
(dinucleótido CpG) es relativamente poco frecuente en el genoma humano. Sin embargo, 
las bolsas de dinucleótidos CpG, denominadas islas CpG, se encuentran en las regiones 
promotoras de aproximadamente el 50% de todos los genes(221). En 1999, se demostró 
en un conjunto de genes específicos de cáncer que las islas CpG presentaban metilación 
exclusivamente en un subconjunto de líneas cancerígenas y muestras tumorales 
denominándose CIMP. Después de observar estos cambios tanto en pólipos como en 
carcinomas primarios, concluyeron que este fue un evento temprano en la carcinogénesis 
colorrectal que se asoció con la inactivación transcripcional de los genes supresores de 
tumores. También encontraron que las lesiones CIMP positivas se encontraban 
principalmente en el colon proximal(220). CIMP es considerada actualmente como una 
vía definida en la carcinogénesis colorrectal(222), catalogada como un evento temprano 
y el principal mecanismo de conducción en la vía serrada que conduce a la formación del 
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ASS en el colon proximal, del AST en la parte distal del colon y recto, y posteriormente 
al CCR(223). El fenotipo se ha asociado con la edad avanzada, el sexo femenino, la pobre 
diferenciación, la mutación BRAF y MSI(224). Se ha demostrado un impacto negativo 
del CIMP en el pronóstico, pero solo en tumores MSS(225). La metilación de las islas 
CpG es una modificación estable y se analiza fácilmente en tejidos fijados con formalina, 
en muestras sanguíneas y fecales. Actualmente no existe un acuerdo sobre el conjunto de 
marcadores para definir el fenotipo, pero existen varios paneles aprobados como 
biomarcadores en la detección temprana(226), el pronóstico o en la predicción de la 
eficacia al tratamiento(227). A diferencia de los tumores colorrectales en el síndrome de 
Lynch, el CCR esporádico con MSI surge a través de un mecanismo que involucra a 





2.4.1.  Detección precoz 
 
La lenta evolución del pólipo premaligno al carcinoma invasor proporciona una 
interesante oportunidad para la prevención y la detección temprana del CCR. Las pruebas 
de cribado en pacientes asintomáticos logran, mediante la identificación de procesos 
premalignos, detectar e incluso eliminar el carcinoma en una etapa precoz. Como 
resultado, se produce una disminución en la incidencia de la enfermedad y un aumento 
en la probabilidad de supervivencia. Existen varios métodos recomendados en el cribado 
del CCR, la literatura divide las pruebas de cribado en dos tipos: basadas en pruebas 
estructurales y pruebas en muestras sanguíneas y/o fluidos corporales. Todos estos 
métodos poseen una capacidad para reducir la mortalidad del CCR cuando se realizan en 
los intervalos de tiempo apropiados y con un seguimiento aceptable. Ante un resultado 
positivo de cualquier prueba sobre muestras sanguíneas o fecales deben ser seguidos por 
una colonoscopia para una evaluación diagnóstica completa. Una creciente evidencia 
demuestra que ofrecer a los pacientes diferentes opciones de muestreo aumenta 







2.4.1.1.  Guías de cribado 
 
La colonoscopia y otras modalidades de detección precoz han contribuido a la 
disminución de las tasas de muerte por CCR a través de la identificación temprana y la 
eliminación de pólipos premalignos(229). Con el empleo de nuevas tecnologías y una 
mayor comprensión de los cambios moleculares que conducen al carcinoma, algunos 
métodos novedosos parecen ser prometedores en cuanto a la estratificación del riesgo de 
los pacientes que determinan quiénes pueden beneficiarse de pruebas de detección más 
invasivas(230). Es importante destacar que las recientes guías publicadas por la US 
Preventive Service Task Force (USPSTF) en junio de 2016 confirmaron que el cribado 
del CCR en adultos asintomáticos con riesgo medio entre las edades de 50 y 75 años es 
sustancialmente infrautilizado a pesar de sus beneficios demostrados(231). Además, estas 
guías sugieren que, aunque las estrategias de detección múltiple tienen diferentes niveles 
de evidencia que respaldan su utilidad, no hay datos que demuestren que una prueba 
selectiva proporcione un mayor beneficio real. Otras organizaciones, incluida una 
conjunta entre la American Cancer Society (ACS), US Multi-Society Task Force on 
Colorectal Cancer y el American College of Radiology (232), el American College of 
Physicians (ACP)(233) y el American College of Gastroenterology (ACG)(234) también 
han emitido guías de estrategias de prevención y detección en el CCR. Si bien todas las 
organizaciones recomiendan el cribado de rutina a partir de los 50 años en adultos 
asintomáticos de riesgo medio, los métodos de detección preferidos, intervalos de tiempo 
y edad para interrumpir el cribado varían según las guías adoptadas. Las similitudes y 
diferencias entre estas directrices se resumen en la Tabla 6. Las directrices de las diversas 
organizaciones también difieren con respecto a la definición de individuos de alto riesgo 












Tabla 6. Comparación de recomendaciones de detección precoz emitidas por diferentes organizaciones para 



















Service Task Force 




flexible (5 años) 
Sigmoidoscopia 
flexible con FIT 
(sigmoidoscopia 10 
años y FIT 1 año) 
ColoTAC (5 años) 
SOH (1 año) 
FIT (1 año) 
FIT con ADN 
fecal (1 o 3 
años) 
American Cancer 
Society (ACS), US 
Multi-Society Task 
Force on Colorectal 









flexible (5 años) 
ColoTAC (5 años) 
Enema baritado doble 
contraste (5 años) 
SOH (1 año) 















flexible (5 años) 
ADN fecal (incierto) 
SOH (1 año) 














flexible (5 años) 
ColoTAC (5 años) 
 
SOH (1 año) 
FIT (1 año) 





2.4.1.2.  Opciones de cribado 
 
Como se describe a continuación y en la Tabla 7, han surgido y se encuentran disponibles 
numerosas modalidades de cribado: procedimientos estructurales y pruebas de laboratorio 
con variable sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos/negativos y coste 
económico. Debido a la alta sensibilidad, especificidad y la facilidad en la extirpación de 
pólipos, la colonoscopia sigue siendo el Gold estándar para el cribado en el CCR. Por lo 
tanto, se deduce que una limitación importante de las modalidades de detección basadas 
en pruebas de imágenes, muestras de heces y/o sangre es la posibilidad de un enfoque de 
dos pasos, donde se recomienda a los individuos con una de estas pruebas de detección 
positiva someterse a una colonoscopia. Esto puede dar lugar a brechas diagnósticas 
tempranas y la posibilidad de retrasos en el diagnóstico o a pacientes perdidos durante el 
seguimiento. Además, dada la baja sensibilidad de las pruebas en muestras de heces y/o 
sangre para detectar pólipos precancerosos comparándolas con la colonoscopia, un mayor 
número de estos pólipos tienen el potencial riesgo de pasar inadvertidos y sin tratamiento. 
Se debe informar a los pacientes sobre los riesgos y beneficios del examen de detección 
y sobre cómo se manejará un resultado positivo antes del examen.  
 
 




PRUEBA MUESTRA SENSIBILIDAD % ESPECIFICIDAD% COSTO 
Colonoscopia Anatómica 95 90 $800-$1000 
SOH Fecal 70 92,5 $5 
FIT Fecal 70 95 $22 
ColoTAC Imagen 89 75 $400-$800 
SEPT9 Sangre 67-96 81-99 Más de $350 
Cologuard Fecal 92 87 $649 
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2.4.1.2.1.  Pruebas estructurales 
 
La colonoscopia ha estado ampliamente disponible desde la década de 1970, momento 
en que fue utilizado para la realización de polipectomías. Las guías de detección se 
adoptaron en la década de los 90 en base a ensayos controlados aleatorios que 
demostraron que el cribado del CCR con pruebas de SOH seguido de una colonoscopia 
en un resultado positivo se asociaba con una reducción significativa de la mortalidad 
relacionada con el CCR(235). Estudios observacionales demostraron una reducción del 
30-60% en el riesgo y en la mortalidad del carcinoma colorrectal debido a la detección 
aislada por colonoscopia versus colonoscopia seguido de resultados positivos de 
SOH(236). La colonoscopia sigue siendo el cribado estándar actual en los EE. UU.  para 
el CCR(231). Actualmente, el algoritmo de cribado más común utilizado en los EE. UU. 
para individuos con riesgo medio implica una colonoscopia cada 10 años en función del 
ciclo de crecimiento lento (10-15 años) donde la mayoría de los pólipos pequeños 
aumentan de tamaño y se degeneran en carcinoma(229). La disminución del intervalo de 
detección está indicada cuando hay antecedentes familiares de CCR o cuando se han 
identificado pólipos de alto riesgo(237). A pesar de la alta calidad de las guías publicadas, 
el cribado en los EE. UU. se limita a aproximadamente el 58% de la población en 
riesgo(238). 
La sigmoidoscopía flexible también se incluye como prueba de cribado del CCR en las 
guías de los EE. UU., ya que se han demostrado reducciones en la incidencia y la 
mortalidad del carcinoma con este procedimiento(239). Cuando se utiliza como prueba 
de cribado, se recomienda una sigmoidoscopia flexible cada 5 años en individuos de 
riesgo medio. Como los beneficios de la sigmoidoscopia se limitan al colon distal, este 
enfoque se ha utilizado en gran medida para el cribado en los casos en que una 
colonoscopia completa puede no ser factible inicialmente. Dichas limitaciones técnicas 
pueden deberse a un carcinoma obstructivo, curvaturas extensas del colon, angulación 
transversal o friabilidad excesiva de la mucosa. Dado el cambio gradual del CCR del lado 
izquierdo al CCR del lado derecho que se ha observado consistentemente desde la década 
de 1960, la colonoscopia continúa dominando las modalidades de detección por vía 
endoscópica(240). 
En los últimos años, el uso de la colonografía por tomografía computarizada 
(coloTAC) también conocida como colonoscopia virtual, ha reemplazado al enema de 




Sin embargo, el uso de la coloTAC sigue siendo controvertida y solo es utilizado si 
existen contraindicaciones para otras formas más tradicionales de cribado(241). Cuando 
se utiliza para la detección precoz, el intervalo sugerido es de 5 años en individuos de 
riesgo-promedio, pero este intervalo recomendado es algo incierto debido a la falta de 
estudios disponibles(242). Al igual que la colonoscopia, la coloTAC requiere limpieza 
intestinal y distensión del colon para un estudio óptimo. El procedimiento en sí es 
relativamente rápido, bien tolerado, y no requiere anestesia ni un período de recuperación 
posterior al procedimiento. La dosis de radiación es de aproximadamente 4-5 mSv (para 
referencia, una radiografía de tórax de 2 vistas es aproximadamente 0.1 mSv), que puede 
reducirse aún más utilizando protocolos optimizados para disminuir la exposición a la 
radiación(243). Desafortunadamente, la coloTAC no permite de forma simultánea la 
eliminación de pólipos o la determinación de la naturaleza histológica de una lesión y los 
hallazgos de la coloTAC falsamente positivos/negativos pueden ser el resultado de la 
obtención de material residual y/o distensión insuficiente. También es importante señalar 
que los hallazgos extracolónicos, la mayoría de los cuales son benignos y clínicamente 
no significativos, tienden a  agregar costos innecesarios de atención médica, aunque 
también pueden detectarse lesiones clínicamente significativas en etapas más tempranas 
y tratables(243). Los estudios han demostrado una sensibilidad y especificidad mixtas 
para lesiones pequeñas (<5 mm) en comparación con lesiones mayores (> 9 mm)(241). 
En general, la exactitud de la detección de pólipos mediante coloTAC mejora con el 
aumento del tamaño de la lesión y es comparable con la colonoscopia tradicional para 
pólipos de 10 mm o de mayor tamaño. Sin embargo, la detección de pólipos planos y 
aquellos de menos de 10 mm por coloTAC es inferior y debe considerarse al sopesar las 
opciones de cribado(242). 
 
2.4.1.2.2.  Pruebas de Laboratorio 
 
Las pruebas anuales o bianuales de SOH y las pruebas inmunoquímicas fecales (FIT) 
están ampliamente disponibles y se utilizan con frecuencia para el cribado del CCR. Estas 
pruebas identifican a las personas en riesgo en función de la presencia de sangre 
microscópica en las heces y se consideran muy rentables en comparación de la 
colonoscopia (Tabla 7). El tejido polipoide tiende a ser más friables y, por lo tanto, 
sangran más fácilmente que la mucosa colónica normal, por lo que la detección mediante 
esta prueba es un método de detección viable. SOH y FIT se basan en diferentes principios 
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analíticos, SOH detecta indirectamente la sangre a través de la oxidación no específica de 
guayaco mediada por peróxido que puede, en algunos casos, verse afectada por la dieta 
y/o productos químicos. Por el contrario, la FIT utiliza un anticuerpo antiglobina 
específico para la detección de hemoglobina humana(244). Por lo tanto, se deduce que el 
cribado con FIT tiene una sensibilidad y especificidad superiores en comparación con 
SOH debido al uso de anticuerpos de globina específicos para humanos que no se ven 
afectados por la dieta o los medicamentos(245). Además, aunque las pruebas 
consecutivas de SOH múltiples aumentan su sensibilidad, solo se requiere de una muestra 
para el cribado mediante FIT. La efectividad del cribado mediante muestras fecales se ha 
demostrado en ensayos aleatorizados(236), llegando a la conclusión que en poblaciones 
donde la colonoscopia está subutilizada, las pruebas alternativas reducen la mortalidad 
por CCR(246). Las pruebas de detección basadas en muestras fecales han sido criticadas 
por su baja sensibilidad a pesar de su especificidad relativamente alta causando 
preocupación en el campo legal en el contexto de lesiones no indentificadas(247). Como 
resultado, la adopción de SOH o FIT como pruebas principales de cribado en la población 
han sido limitada en los EE. UU. Varios países (incluidas Australia, Canadá, Francia y 
España) con una capacidad insuficiente o una baja aceptación de la colonoscopia, utilizan 
estas pruebas de detección precoz y varios dependen de estas pruebas de forma exclusiva 
para el cribado. Es importante tener en cuenta que la falta de disponibilidad o aceptación 
(a diferencia del ahorro de costes económicos) impulsa los programas de detección en 
muestras fecales. La evidencia reciente sugiere que la colonoscopia en comparación con 
una prueba FIT inicial es un método más coste-efectivo para el cribado de adenoma, 
neoplasia avanzada y un punto final compuesto de neoplasia avanzada o estadio I del 
CCR(248). 
 
2.4.1.2.3.  Pruebas Genéticas 
 
Las alteraciones genéticas y epigenéticas contribuyen al CCR. Como se describe a 
continuación, los objetivos de detección de los nuevos métodos de cribado molecular del 
carcinoma incluyen proteínas anormales o expresión del ácido ribonucleico mensajero 
(ARNm), mutaciones génicas o genes metilados aberrantes presentes en muestras fecales 
o fluidos corporales. Estas pruebas se basan en hallazgos específicos como la 
identificación de MSI e islotes de CpG hipermetiladas en regiones de genes promotoras 




nuevas modalidades moleculares basadas en alteraciones genéticas y epigenéticas y están 
logrando un cambio en el enfoque de cribado del CCR. En octubre de 2014, el Centers 
for Medicare and Medicaid Services anunció que invirtiría en la primera prueba en 
muestras fecales no invasiva de ADN, aprobada por la Food and Drug Administration 
(FDA), el Exact Sciences FIT-DNA (Cologuard®) para pacientes de riesgo medio. Esta 
prueba evalúa la presencia de sangre (ensayo inmunoquímico en hemoglobina humana) 
y el ADN de las células que se descaman de pólipos o de tejido tumoral (regiones 
promotoras en genes aberrantemente metiladas BMP3 y NFRG4, mutaciones KRAS y la 
expresión de B-actina) en una muestra de heces de un paciente con sospecha de presentar 
pólipos precancerosos o cancerosos. Actualmente, Cologuard® se recomienda cada 3 
años en individuos de riesgo promedio que cumplan parámetros de detección precoz 
(250). Las ventajas de la prueba incluyen evitar la preparación intestinal, la realización 
domiciliaria sin pérdida de tiempo laboral y la ausencia de complicaciones relacionadas 
con el procedimiento. El coste económico de Cologuard® aunque es más alto que el de 
FIT o SOH, sigue siendo menor que la colonoscopia (Tabla 7). Además, esta prueba 
multidireccional ha demostrado tener una sensibilidad más alta que FIT(251) que está a 
la par con la colonoscopia en la detección del CCR. A medida que el número de 
compañías de seguros privadas acepten esta alternativa de cribado seguirá expandiéndose, 
esta nueva modalidad probablemente se integre en un nuevo algoritmo de detección 
precoz coste-efectivo. 
Varias pruebas moleculares basadas en muestras sanguíneas también están disponibles en 
los EU, incluyendo Quest Diagnostic`s ColoVantage, Abbott´s mS9, Epi´s ProColon y 
GeneNews ColonSentry. Las pruebas ColoVantage, mS9 y proColon están basados en el 
gen SEPT9. El producto del gen SEPT9 da lugar a la proteína Septin implicada en la 
citocinesis, que a su vez expone una metilación aberrante de su región promotora en el 
tejido del CCR en comparación con el tejido de la mucosa colónica normal(252). Aunque 
las pruebas originales basadas en SEPT9 tienen una sensibilidad menor en comparación 
con Cologuard®, las pruebas de nueva generación como proColon 2.0 tienen protocolos 
optimizados de la reacción en cadena de la polimerasa consiguiendo una mayor 
sensibilidad. Cabe destacar que, en abril de 2016, Epi´s ProColon fue la primera prueba 
de muestra sanguínea aprobada por la FDA para el cribado de CCR(231). Por otro lado, 
ColonSentry se basa en un panel de 7 genes que podrían reflejar alteraciones sutiles en la 
expresión génica periférica en respuesta a la enfermedad en lugar de servir como 
biomarcadores directos del tumor(253). La sensibilidad de la prueba ColonSentry es 
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similar a la observada para las pruebas SEPT9 de primera generación. Como se muestra 
en la Tabla 7, las sensibilidades de estas pruebas basadas en sangre son más bajas que las 
de Cologuard® o la colonoscopia(254). 
 
• ADN y ARN fecal 
El conocimiento del genoma ha llevado a la exploración de nuevos métodos para el 
estudio del CCR con la mayoría de los genes implicados: APC, p53 y KRAS. Además, la 
hipermetilación de los genes supresores de los promotores es un evento temprano en la 
carcinogénesis, detectable en la mayoría de los CCR, aunque este fenómeno no es 
universal. Por lo tanto, el diseño de genética y epigenética de marcadores capaces de dar 
máxima cobertura en el diagnóstico de esta neoplasia parece una razonable estrategia para 
su detección precoz. Estas pruebas moleculares no son invasivas. Sólo el 0,01% de las 
pruebas de ADN fecal total (sADN) es humano ya que, el resto, proviene de la dieta y la 
flora bacteriana. Además, el ADN del tumor es un pequeño porcentaje de todo el ADN 
humano y es aún más pequeño en el caso de los AA. Esto implica que las técnicas de 
detección de marcadores deben exhibir una alta sensibilidad. Las primeras pruebas de 
ADN que se investigaron fueron las mutaciones en KRAS en pacientes con CCR. Un 
ensayo que comparó la prueba de ADN con la prueba de gSOH(255) obtuvo una 
sensibilidad en detección de AA del 46% y del 16%, respectivamente. Aunque el gen de 
APC y TP53 están mutados en la mayoría de los CCR, éstas se distribuyen a través de 
cientos de posiciones, por lo que, el análisis mutacional no es viable para ensayos en la 
práctica clínica. La sensibilidad para la detección del adenoma aumenta con el tamaño de 
la lesión, aunque las lesiones de pólipos serrados también pueden ser detectadas por estos 
marcadores de ADN(256). Al contrario que la prueba de SOH, en el que una de las 
limitaciones es su menor sensibilidad para lesiones proximales, al igual que ocurre con la 
colonoscopia, las pruebas de ADN no se ven afectadas por la ubicación de la neoplasia. 
Su principal desventaja es su elevado coste. La sensibilidad global para la detección de 
CCR se estima entre el 62% y el 91%. En la actualidad, la prueba de detección de ADN 
en heces no se considera una modalidad de cribado primario. Los niveles de expresión de 
ARN en las heces también pueden ser cuantificados para identificar pacientes con CCR 
con una sensibilidad aproximada del 87% y una especificidad del 100% (Binefa et al., 
2014). Los microRNAs (miRNAs o MIR) son pequeñas moléculas de ARN de 18 a 22 




un único patrón identificable de la expresión de los genes miARN, que puede ser 
detectado en las heces para su diagnóstico precoz. 
 
• Detección sanguínea de células y/o marcadores tumorales 
La detección en sangre/plasma de las células tumorales podría ser de valor pronóstico, 
pero no son útiles en el contexto del CCCR. Por otra parte, la presencia de ácidos 
nucléicos libres de origen tumoral en plasma ha sido documentada. Como una alternativa 
al análisis de mutación, en la detección de cambios epigenéticos en el plasma se evaluó 
la hipermetilación del gen que pertenece a una clase de guanosina trifosfatasa, la Septina 
9, asociada con el CCR. El análisis de metilación de la Septina 9 (mSept 9) en el plasma 
encontrado entre el 58% y el 96% de los pacientes con CCR y el 18% de los pacientes 
con AA, tiene una especificidad del 86% y del 100%, respectivamente, una sensibilidad 
del 82.1%, un valor predictivo negativo del 99.9% y un valor predictivo positivo del 51%. 
En cuanto al ARN en el plasma, el transcriptoma de la sangre periférica y plasma 
proporciona una fuente potencial de diagnóstico de marcadores tumorales como BANK1, 
BCNP1, CDA, MGC20553 y MS4A1. Sobre las proteínas en el plasma, el antígeno 
carcinoembrionario (CEA) es la proteína más investigada, pero no es útil en el CCCR 
debido a su baja sensibilidad: entre el 43% y el 69%. Otros antígenos, como CA 19.9, CA 
50, CA 72.4, CO 29.11, se han estudiado sin demostrar aceptable rendimiento en el 
diagnóstico precoz. Entre otras proteínas, las más destacadas para la detección del CCR 
incluyen el CD26 (sensibilidad del 90% y especificidad del 90%), la alfa-defensina 1 
(sensibilidad del 69% y especificidad del 100%), el antígeno específico del cáncer de 
colon, CCSA-3 y CCSA-4, (sensibilidad del 100% y especificidad 96%; para la detección 
de los AA la sensibilidad es de 78%), CCSA-2 (sensibilidad del 89% y especificidad del 
84% para el CCR; para los AA la sensibilidad es del 20%); y TIMP-1 (sensibilidad del 
60% y especificidad del 98%). Los Linfocitos CD24 circulantes también tienen la 
posibilidad de detectar lesiones displásicas de AA y el CCR. Otra área de investigación 
es la identificación de autoanticuerpos asociados a tumores como marcadores de CCR: 
p53, p62, topoisomerasa II-alfa, histona deacetilasa 3 y 5, ubiquitina carboxihidrolasa L3 
(UCHL3), tirosinasa, tropomiosina y ciclina B. Estos marcadores están ausentes en los 






•  Detección urinaria de marcadores tumorales 
La detección de la hipermetilación del gen de la vicentina en muestras de orina fue 
asociada significativamente con el CCR. La utilización de SELDI-TOF y las plataformas 
de MALDI-TOF MS para identificar los perfiles de proteínas en la orina de pacientes con 
CCR han sido evaluadas con una sensibilidad del 78% y una especificidad del 87%. 
 
2.4.1.3. Cribado en pacientes de alto riesgo  
 
Entre los muchos métodos e intervalos de detección aceptados, la mayoría se consideran 
apropiados para pacientes con riesgo medio. Aproximadamente el 70% del CCR se 
considera esporádico o por riesgo medio y tiene una edad media de inicio de 69 años. 
Mientras que el riesgo de cáncer de colon a lo largo de la vida es de aproximadamente 
5%, las personas con 1 pariente en primer grado afectado tienen un riesgo de 2 a 3 veces 
mayor y las personas con 2 familiares en primer grado afectados tienen un aumento en 3 
a 4 veces más(257). Las definiciones de riesgo aumentado o de alto riesgo basados en los 
antecedentes personales, antecedentes familiares y/o genéticos difieren sutilmente en 
diferentes guías y se resumen en la Tabla 8. Las guías ACG recomiendan utilizar la 
colonoscopia en pacientes con riesgo aumentado y alto riesgo como método de cribado 
ya que los resultados negativos de pruebas alternativas no son suficientes para omitir la 
necesidad de una colonoscopia debido a la alta probabilidad de aparición de enfermedad 
antes de la prueba. En general, las guías de ACG también sugieren que el cribado debe 
realizarse cada 5 años a partir de los 40 o 10 años menos de la edad del familiar con el 
diagnóstico más temprano. El resto de CCR se produce en individuos de alto riesgo con 
síndromes genéticos o con enfermedad inflamatoria intestinal. Entidades específicas que 
transmiten un aumento del riesgo genético son: PAF (junto con el síndrome de Gardner 
y el síndrome de Turcot), Síndrome de Lynch, JPS, Síndrome de Peutz-Jeghers, y 
PAM(258). Como se resume en la Tabla 9, los pacientes afectados con estos los 
síndromes requieren ajustes adicionales en los cronogramas de cribado, incluidos 










Tabla 8. Descripciones de población en riesgo 
 
Organización 
Descripción Pacientes con riesgo 
medio/alto 
Descripción adicional 
US Preventive Service Task 
Force 
Antecedentes familiares de CCR 
(un pariente de primer grado con 
CCR de inicio precoz o múltiples 
familiares de primer grado con 
CCR) 
Edad avanzada, sexo masculino 
y raza afroamericana con 
mayor riesgo de desarrollar 
cáncer colorrectal 
American Cancer Society 
(ACS), US Multi-Society 
Task Force on Colorectal 
Cancer y American College 
of Radiology 
Antecedentes familiares de CCR, 
pólipos o síndrome hereditario de 
CCR; antecedentes personales de 
CCR, enfermedad inflamatoria 
intestinal crónica (colitis ulcerosa 
o enfermedad de Crohn) 
 
American College of 
Physicians 
Los factores de riesgo incluyen 
edad, raza afroamericana, 
antecedentes familiares de CCR, 
pólipos o síndrome de CCR 
hereditario (especialmente antes de 
los 50 años) 
Los médicos deben realizar una 
evaluación de riesgos 
individualizada para determinar 
cuándo comenzar la detección 
American College of 
Gastroenterology 
Pacientes con un único familiar de 
primer grado diagnosticado con 
CCR o adenoma avanzado antes 
de los 60 años o con 2 familiares 
de primer grado con CCR o 
adenomas avanzados. 
Los pacientes con un único 
familiar de primer grado 
diagnosticado con CCR o 
adenoma avanzado a la edad de 




2.4.1.4. Estrategias para superar barreras de cribado 
 
A pesar de la evidencia que apoya la efectividad del cribado en el CCR y la disponibilidad 
de una variedad importante de pruebas de detección, la utilización del cribado para CCR 
sigue siendo menor en comparación con el cáncer de mama y de cervix(259). La 
utilización de los métodos de cribado está influenciada tanto por factores poblacionales 
como individuales. Las barreras son más comunes entre las personas con menos recursos 
económicos, lo que resulta en disparidades en la prevalencia de la enfermedad. Las 
investigaciones sugieren que las causas de las disparidades de cribado difieren entre las 
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minorías raciales y étnicas, lo que requiere intervenciones específicas dirigidas a resolver 
estas brechas(260). Las políticas públicas y los proveedores de servicios de salud juegan 
un rol importante en el alcance de las pruebas de cribado. Los desafíos relacionados con 
la detección precoz incluyen una fuente de atención habitual, cobertura de seguro 
inadecuada, falta de recomendación del proveedor, factores logísticos (por ejemplo, 
transporte, programación y lenguaje), el temor y falta de conocimiento(261). 
Afortunadamente, existen estrategias para ayudar superar muchas de estas barreras. El 
objetivo de los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades y su Programa de 
Control del Cáncer Colorrectal fue incrementar la detección precoz del CCR a nivel 
poblacional, especialmente entre individuos de bajos ingresos, sin seguro médico y en 
ciertos grupos raciales y étnicos, usando estrategias basadas en evidencia. 
La prevalencia de uso del cribado en el CCR aumenta cuando se ofrece a los pacientes 
una variedad de pruebas válidas(262). Además, el envío directo de paquetes para SOH o 
FIT a personas específicas para el cribado ayuda a limitar algunas barreras logísticas. En 
una escala más amplia, las disposiciones de la Ley de Protección al Paciente y Asistencia 
Asequible han ayudado a reducir las barreras relacionadas con el costo y el acceso a la 
detección del CCR reduciendo el número de personas sin seguro y reduciendo o 
























Desarrollo de numerosos 
pólipos en la adolescencia; la 
edad promedio de inicio del 
CCR es de 39 años; riesgo de 



















La forma más común de CRC 
heredado; los tumores exhiben 
inestabilidad de microsatélites; 
El riesgo de CRC durante la 
vida es del 80% 
20-25 o 10 años 








Se encuentra con mayor 
frecuencia en pacientes que 
presentan de 20 a 99 
adenomas; El riesgo de CRC 
durante la vida en los 










Desarrollo de docenas a 
muchos cientos de pólipos 
juveniles en estómago, 
intestino, colon y recto; 
generalmente diagnosticado en 
las primeras 2 décadas de vida; 
riesgo de CCR se aproxima al 
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Originalmente descrito en la 
gran familia judía Ashkenazi; 
los individuos afectados 
exhiben varios tipos diferentes 
de pólipos y adenocarcinomas; 
la edad media de ocurrencia de 







Predisposición a pólipos 
serrados y 20 Desarrollo de 
colonoscopia de CRC; el 
riesgo estimado de por vida (1-






2.4.2.  Diagnóstico Molecular 
 
En el caso del CCR, en los pacientes que presentan ciertas mutaciones en el gen KRAS, 
asociado a la activación de la vía se señalización intracelular a través del EGFR, el 
diagnóstico molecular de dichas mutaciones permite identificar quienes podrían 














Figura 12. Esquema de actuación de la proteínas KRAS a través de la señalización mediada por el receptor del 
factor de crecimiento epidermal (EGFR) (264). 
 
 
• La Reacción en Cadena de la Polimerasa   
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificación de una región 
específica de ADN utilizando partidores o secuencias de ADN delimitando dicha zona de 
amplificación. A partir de una copia de la región a amplificar se obtienen millones de 
copias, lo que permite su detección y de esta forma evidenciar la presencia de la región 
de ADN en una muestra determinada. Dada la naturaleza de la técnica, la alta 
especificidad de la PCR es debida a la hibridación de los partidores complementarios a la 
secuencia blanco y su elevada sensibilidad a la baja cantidad de ADN que se requiere 
para iniciar la amplificación. Desde su creación, se han descrito variantes de la PCR que 
han optimizado el diagnóstico clínico como las técnicas de PCR múltiple o PCR a tiempo 




Tabla 10. Tipos de PCR, características y aplicaciones. 
 
Tipo de PCR Características Aplicaciones 
PCR Estándar 
Amplicación de un segmento de 
ADN utilizando dos partidores 
Detección cualitativa de un 
segmento de ADN 
PCR Múltiple 
Amplicación de 2 o más 
segmentos de ADN utilizando 
varios partidores en una sola 
reacción de amplicación. La 
detección de la amplificación es 
mediante geles de agarosa 
Detección cualitativa de 
varios segmentos de ADN en 
una sola reacción de PCR. 
PCR-RFLP (Restriction 
fragment length polymorphisms) 
PCR estándar con paso de 
digestión mediante enzimas de 
restricción. 
Detección de polimorfismos 
genéticos (SNPs) 
RT (Reverse transcriptase)-PCR 
Síntesis de cADN a partir de 
ARN mediante transcripción 
reversa, seguido de PCR. 
Expresión de genes. 
Detección de virus ARN 
PCR-RT (Real time) o qPCR 
PCR estándar utilizando 
tinciones o sondas con 
fluoróforos para la detección de 
los fragmentos amplificados. 
Puede ser del tipo Multiplex. 
Detección cualitativa de uno 
o varios segmentos de ADN. 
Cuantificación de ADN en la 
muestra o expresión de genes. 
 
 
2.4.2.1. Mutaciones del gen KRAS 
 
El gen KRAS (homólogo del oncogén viral del sarcoma de la rata Kristen) está localizado 
en el brazo corto del cromosoma 12p12.1, el cual codifica la proteína KRAS de 189 
aminoácidos. Según datos recogidos por el Catalogue of Somatic mutations in Cancer 
(COSMIC) se describe una frecuencia del 34% de mutaciones en muestras de CCR 
(Figura 13). Dentro de estas mutaciones, alrededor del 80% corresponden a sustituciones 
nucleotídicas las cuales producen aminoácidos diferentes y en consecuencia una proteína 
alterada y sin actividad GTPasa. Entre estas sustituciones nucleotídicas, encontramos a 
las mutaciones nonsense (sin sentido) en la primera base del codón 12: c.35G>A, 
c.35G>T y en el codon 13: c.38G>A como las más predominantes. La variedad de 
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mutaciones concretas en diversas posiciones en los codones 12 y 13 mantienen a la 
proteína KRAS constitutivamente activa, jugando un papel importante como biomarcador 
predictivo en la práctica de la oncología médica. Es así que el análisis de este mutación 
se emplea como predictor de la respuesta al tratamiento con anti-EGFR como el 
cetuximab o el panituximab indicada en los pacientes con CCR metástasico (CCRm)(265) 
















Figura 13. Porcentaje de mutaciones genéticas en carcinomas de colon y recto (COSMIC v84, 2018). 
 
 
Las mutaciones más frecuentes en el gen KRAS se producen principalmente en los 
residuos G12 y G13, aunque en este último con menor frecuencia. En la Figura 14 se 
muestra la distribución de frecuencia según el tipo de mutación producido en los codones 
12 y 13. Las mutaciones más frecuentes en el codon 12 son: G12D con un 35%, seguida 
de G12V con un 24% y G12C con un 12%. En el codón 13 solo destaca la G13D con una 























Figura 14. Frecuencia de mutaciones KRAS (COSMIC v84, 2018). 
 
 
• Implicaciones clínicas 
Las vías de señalización del EGFR están implicadas en el control de la supervivencia 
celular, progresión del ciclo celular, angiogénesis, migración celular e invasión 
metastásica, por lo que una de las terapias oncológicas es el bloqueo de este receptor. Con 
este fin, se emplean anticuerpos monoclonales cuya diana molecular es la porción externa 
del receptor EGFR (Figura 15), como son cetuximab y panituximab, que impiden que 
este receptor sea activado. La proteína KRAS realiza su función en la cascada de 
transducción a partir del receptor EGFR. La unión de GTP a KRAS, produce un cambio 
conformacional en la proteína permitiendo que actúe sobre más de 20 efectores, los cuales 
intervienen en numerosos acontecimientos como son la supresión de la apoptosis, la 
estimulación del crecimiento celular, angiogénesis, migración y diferenciación(267). 
KRAS se encuentra en estado activo cuando está unido a GTP y se encuentra en estado 
inactivo al estar ligado a GDP. La unión de GTP a KRAS es promovida por las proteínas 
factores de intercambio del nucleótido guanina, mientras que KRAS posee actividad 
GTPasa intrínseca. Las mutaciones sobre el gen KRAS, sobre todo en los codones 12, 13 
y 61, disminuyen la actividad GTPasa intrínseca de KRAS, lo cual resulta en una 
activación constitutiva del mismo(266). Debido a que KRAS actúa por debajo del 
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receptor EGFR en la cascada, las terapias anti-EGFR resultan ineficaces para aquellos 
individuos que posean mutaciones que hacen que permanezca la proteína KRAS activa. 
En diversos estudios se ha demostrado que el estado de la mutación de KRAS es predictivo 



















2.4.2.2. Técnicas de identificación de la mutación KRAS 
 
Estudios recientes han demostrado que además de las mutaciones en los codones 12 y 13, 
las mutaciones en los codones 19, 61, 117, 146 y 164 son de gran interés ya que también 
podrían tener influencia en la respuesta al tratamiento con anti-EGFR(270), por lo que es 
importante poseer análisis clínicos que sean fiables, rápidos y económicos para la 
detección de estas mutaciones. Más de 60 tecnologías han sido utilizadas para el análisis 
genético de KRAS, la mayoría de ellas se pueden clasificar dentro de las categorías de 
secuenciación, análisis de alta resolución de fusión (HRM), polimorfismos en la 
conformación de hebras monocatenarias (SSCP), electroforesis en gel gradiente 
desnaturalizante (DGGE), cromatografía líquida de alta resolución desnaturalizante 




una serie de paquetes comerciales aprobados para el diagnóstico in vitro. Todas estas 
técnicas se han aplicado en el análisis clínico de KRAS, cada una posee sus propias 
características, con sus ventajas y desventajas(271). 
 
2.4.2.2.1.  Secuenciación  
 
• Método Sanger 
El método de secuenciación por Sanger, es un método comúnmente utilizado en el análisis 
de mutación del gen KRAS. De hecho, muchos investigadores la consideran como la 
técnica gold standard, debido a su capacidad de identificar la totalidad de pares de bases 
mutados, por lo que es ampliamente utilizada para confirmar los resultados obtenidos 
mediante otras pruebas como las técnicas de barrido, las cuales no pueden identificar los 
cambios en las bases específicas(272). No obstante, su límite de detección es 
relativamente modesto comparado con otras técnicas de análisis. Diversos estudios han 
demostrado que la secuenciación por Sanger requiere al menos que el 15-50 % de la 
muestra de ADN presente la mutación KRAS para una detección positiva fiable, lo cual 
es insuficiente para muestras clínicas con bajos niveles de células tumorales o de 
ADN(273). Se ha demostrado que este método posee menos sensibilidad en la detección 




Los ensayos de pirosecuenciación están diseñados para detectar todas las mutaciones 
dentro de codones específicos del gen KRAS. El proceso implica extraer primero el ADN 
de la muestra y amplificarlo mediante PCR. Su mayor limitación es la capacidad de 
secuenciación, ya que sólo es capaz de secuenciar un máximo aproximado de 40 a 50 
bases, además presenta dificultades en realizar medidas precisas en repeticiones de 
homopolímeros mayores de 5 nucleótidos. Diferentes laboratorios pueden usar cebadores 
ligeramente diferentes en la amplificación, pero la metodología subyacente sigue siendo 
la misma. Una variedad de estudios ha demostrado que el límite de detección mediante 





• Secuenciación Next generation 
La llegada de las técnicas de secuenciación next generation (SNG) ha conseguido mejorar 
el límite de detección de las técnicas de secuenciación hasta un 1-5 %, permitiendo el 
screening de un gran número de pacientes a partir de una cantidad de ADN limitada(274). 
Sin embargo, debido a que se usan algoritmos específicos para valorar la calidad de cada 
lectura alineando la secuencia con un genoma de referencia y, consecuentemente 
perdiendo la detección de algunas mutaciones, aún se requiere de controles internos para 
valorar su reproducibilidad y darle una validación clara a este procedimiento. En general 
los métodos de secuenciación ofrecen resultados modestos, son tecnologías que carecen 
de suficiente sensibilidad para algunas muestras clínicas y requieren elevados tiempos de 
procesamient (274). Existen estudios que se han enfocado en mejorar esta sensibilidad, 
pero todavía no alcanzan los niveles conseguidos mediante técnicas de micromatrices de 
ADN o análisis de PCR alelo-específica(271). 
2.4.2.2.2.  Técnicas de Barrido 
• Análisis de alta resolución de fusión  
Los métodos basados en HRM se han utilizado en el análisis de la mutación KRAS. Esta 
técnica se basa principalmente en la detección de mutaciones o polimorfismos en dobles 
cadenas de ADN, mediante el aumento de la temperatura y el uso de un fluoróforo que se 
intercala en las dobles cadenas, éstas se van desnaturalizando y por tanto la fluorescencia 
emitida se reduce, generando una curva de desnaturalización específica para cada 
secuencia de ADN(275). El límite de detección de esta técnica está en el rango de 3 al 10 
% de ADN mutante en presencia ADN nativo. HRM es un método post-PCR y 
ampliamente utilizado ya que es rápido, con una buena relación coste/efectividad y una 
elevada sensibilidad. Por ello, es una técnica recomendada para análisis de alto 
rendimiento. Para muestras de tejidos fijados en formalina embebidos en parafina, HRM 
ha mostrado una sensibilidad y especificidad del 88 % y 80 % respectivamente(271). Sin 
embargo, en otros estudios mostraron una especificidad del 61 % (275), ya que resulta 
una técnica fiable cuando se usa ADN genómico, pero presenta grandes dificultades al 
trabajar con muestras de tejido. Debido a que no proporciona información sobre la 
mutación, y a la baja fiabilidad a la hora de analizar muestras de tejidos, se recomienda 
que los resultados positivos de HRM sean confirmados mediante secuenciación o 




• Polimorfismos en la conformación de hebras monocatenarias/ 
electroforesis en gel gradiente desnaturalizante 
Las metodologías basadas en migración en gel de electroforesis como son los SSCP y la 
DGGE, son menos empleados que otros métodos para el análisis del gen KRAS. Mediante 
SSCP, se identifica el ADN mutante por la distinta capacidad de formar estructuras 
secundarias y terciarias por parte del ADN de simple cadena mutante, mostrando un 
diferente patrón de migración en el gel de electroforesis comparado con el nativo. 
Mientras que en el método DGGE, el ADN tanto mutante como nativo, se someten al gel 
de electroforesis con condiciones de desnaturalización débiles, en las que el ADN con 
mutaciones adopta conformaciones tridimensionales más complejas, resultando en una 
diferente migración en el gel. Mediante estas tecnologías, la eficiencia en la detección 
disminuye al incrementar el tamaño del amplicón, siendo muy difícil de realizar para 
tamaños superiores a 200 bp e imposible para amplicones mayores a 300 bp. Además, 
como la técnica HRM, SSCP y DGGE no pueden identificar las bases mutadas, por lo 
que más aún sus resultados deben ser confirmados (271).  
• Cromatografía líquida de alta resolución desnaturalizante 
La dHPLC se trata de una técnica post-PCR, en la que los productos amplificados (ADN 
mutante y nativo) son separados físicamente debido a las diferencias en sus tiempos de 
retención en columnas de policarbonato. Su límite de detección puede alcanzar hasta el 
1%, aunque depende directamente de su optimización(271). Esta técnica requiere varios 
pasos durante el proceso y presenta una capacidad limitada de separación electroforética 
entre los alelos mutantes y nativos. 
2.4.2.2.3.  Técnicas basadas en PCR a tiempo real  
 
El término ‘a tiempo real’ hace referencia a la detección de los productos amplificados 
en cada ciclo de la reacción. Los componentes de la mezcla de reacción son los mismos  
 
que los de la PCR convencional, excepto el reportero, el cual permite la monitorización 
de los productos amplificados. Estos sistemas basados en reporteros fluorescentes pueden 
ser específicos (sondas TaqMan®) y no específicos (SYBR Green). El intercalante SYBR 
Green presenta afinidad por las dobles cadenas de ADN, y al oxidarse genera una señal 
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fluorescente. Es muy empleado debido a su bajo coste, aunque puede intercalarse en 
cualquier molécula de doble cadena presente en la reacción, como por ejemplo dímeros 
de cebadores, y dar resultados inespecíficos. En cuanto a los métodos específicos, éstos 
siguen el principio de ‘transferencia de energía de resonancia fluorescente’ o FRET para 
generar la señal. Esta metodología consiste básicamente en la transferencia de energía de 
un donador o reportero fluorescente a un aceptor o ‘quencher’, unidos a una sonda 
(generalmente TaqMan®) que hibrida específicamente a la secuencia diana. Cuando se 
produce la hibridación, la Taq polimerasa que sintetiza la nueva hebra rompe la unión 
entre el reportero y el quencher de forma que el reportero emite fluorescencia detectada 
por el equipo. El empleo de la PCR a tiempo real con sondas TaqMan® presenta una 
selectividad entorno al 1% para el alelo mutado(276). Se han desarrollado metodologías 
que emplean la PCR a tiempo real en combinación con otras, como el sistema de 
amplificación refractaria de mutaciones con sondas Scorpion® (SCORPION-ARMS). Los 
ARMS son cebadores diseñados específicamente para hibridar con la secuencia mutante 
y permitir su amplificación. La detección de estas secuencias amplificadas se lleva a cabo 
usando los oligonucleótidos bifuncionales denominados Scorpions. Éstos, contienen un 
cebador de PCR unido covalentemente a una secuencia bloqueante que a su vez se acopla 
a una sonda fluorescente de secuencia complementaria/específica a la secuencia mutante, 
todo ello formando una estructura de horquilla En el extremo 5’ de la sonda hay un 
fluoróforo unido que interacciona con el quencher, presente en el extremo 3’ para impedir 
la fluorescencia por cercanía física.  Durante la PCR, cuando tiene lugar el paso de 
desnaturalización, se abre la horquilla y la sonda se une al amplicón, produciéndose el 
aumento de la señal fluorescente (el quencher queda alejado del fluoróforo). La secuencia 
de la sonda no actúa como cebador gracias al bloqueante entre la sonda y el cebador, 
evitando que la apertura de la horquilla en ausencia de la secuencia diana produzca señal 
no específica(277). La reacción es instantánea, proporciona tiempos de reacción más 
cortos y una mejor discriminación. Además, esta técnica se caracteriza por ser altamente 
selectiva, con un límite de detección del 1% de ADN mutado, aunque sólo es capaz de 
identificar mutaciones conocidas.  
2.4.2.2.4.  Técnicas de amplificación alelo específica 
Uno de los procedimientos más utilizados es la Allele-Specific Amplification (PCR-ASA) 




para la detección de mutaciones puntuales. Consiste en el empleo de 3 cebadores, uno 
directo (común para ambos tipos de variantes) y dos reversos. Uno de los reversos es 
complementario al alelo nativo y el otro es complementario al alelo mutante. Las muestras 
se preparan en dos mezclas de reactivos, una con el cebador para el alelo mutante y otra 
con el cebador del nativo. Tras la reacción, mediante una electroforesis en gel de agarosa 
se puede detectar la presencia/ausencia de alelos mutantes y nativos en la muestra.  Su 
selectividad para el alelo mutante se encuentra entre valores de 10-1 y 10-3(278). Es 
considerada una técnica con una sensibilidad significativamente mayor que la 
secuenciación (puede detectar hasta <1% del ADN mutante), y está indicada para el 
análisis de mutaciones conocidas en muestras embebidas en parafina y fijadas en 
formalina que contienen pocas células tumorales(279). No obstante, su principal límite 
es la presencia de falsos positivos, además de ser muy sensible a pequeños cambios en 
las condiciones del proceso, lo que disminuye su reproducibilidad(280). 
2.4.2.2.5.  Técnicas de enriquecimiento basadas en PCR 
Son estrategias que mejoran la selectividad del análisis porque existe un enriquecimiento 
o amplificación dirigida al aumento de la concentración de ADN mutado frente al nativo.  
• PCR Clamp  
Mediante un procedimiento de PCR Clamp (PCR bloqueante), se produce la hibridación 
de oligonucleótidos bloqueantes con la secuencia nativa, de forma que los cebadores se 
unen preferentemente a las cadenas mutantes, promoviendo su amplificación. La 
selectividad de esta tecnología se encuentra en el rango del 0,1-1 %(278), aunque requiere 
de procesos de diseño experimental y optimización del procedimiento a las técnicas 
existentes. Esta técnica de enriquecimiento puede emplear ácidos nucleicos peptídicos o 
LNA (Locked Nucleic Acid), oligonucleótidos con una afinidad elevada por las 
secuencias de ADN nativo, razón por la cual reciben el nombre de oligonucleótidos 
bloqueantes.  
• COLD-PCR  
La co-amplificación a baja temperatura de desnaturalización-PCR, se posiciona un paso 
por delante de la PCR convencional y es empleada previamente a la secuenciación o a 
ensayos de genotipado para mejorar la sensibilidad en la detección de los alelos mutados 
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hasta 100 veces más(281). Básicamente, la COLD-PCR consiste en una PCR en la que, 
tras el paso de desnaturalización de las cadenas, la temperatura se reduce a un valor tal 
que se produce una hibridación cruzada de las cadenas de ADN nativas con las de ADN 
mutado, originándose una incompatibilidad entre ambas cadenas debido a las variaciones 
nucleotídicas. La temperatura vuelve a elevarse hasta un valor inferior al de melting o 
fusión (Tm) de las cadenas completamente emparejadas, de tal modo que las dobles 
cadenas de ADN mutado y nativo se desnaturalizarán, frente a las completamente 
emparejadas, que tardarán más en desnaturalizarse. Finalmente, la temperatura se reduce 
hasta la de alineamiento de los cebadores, que amplificarán las secuencias 
preferencialmente desnaturalizadas, es decir, las mutantes. Requiere un control preciso 
de la temperatura de desnaturalización durante la reacción (dentro de ± 0.3ºC), está 
restringida al análisis de secuencias cortas (~200 bp) y es susceptible a los errores de la 
polimerasa. No obstante, su selectividad presenta valores de 10-1-10-4(281), y sus 
principales ventajas son la simplicidad en la realización, amplificación de variantes tanto 
conocidas como desconocidas y aplicabilidad posterior a la secuenciación(278). 
 
2.4.2.2.6.  Técnicas alternativas 
• SNaPshot  
La tecnología SNaPshot permite la identificación rápida y simultánea de las mutaciones 
más importantes. Su química se basa en la extensión de una única base con nucleótidos 
didesoxi de un cebador sin marcaje. Estos están marcados con un color de fluorescencia 
determinado, de tal modo que, tras el registro de la señal, se conoce qué base ha sido 
incorporada. Esta tecnología puede analizar hasta diez sustituciones nucleotídicas en una 
sola reacción, caracterizando específicamente la mutación. Sin embargo, las mutaciones 
menos frecuentes o raras no son investigadas. La sensibilidad de la técnica es del 5 %, 
aunque, con la combinación de otras técnicas se consigue aumentarla, como la 






• Droplet digital PCR o Tecnología ddPCR 
 
Droplet digital PCR (ddPCR) consiste en una PCR digital que emplea un sistema de gotas 
específico a partir de una emulsión agua-aceite, de forma que se produce una partición 
masiva de la muestra en 20.000 gotas (en < 2 min, 8 muestras se convierten en 8 sets de 
20.000 gotas). Estas gotas funcionan igual que los tubos individuales en una PCR 
convencional, pero con la ventaja de que el formato es mucho más pequeño (escala 
nanolitro) y la amplificación ocurre masivamente, permitiendo la medición de miles de 
eventos de amplificación independientes a partir de una sola muestra.  
La cantidad de muestra requerida es mucho menor en comparación con otros sistemas de 
PCR digital. Tras la PCR, cada gota se detecta por citometría de flujo y se clasifica en 
positiva o negativa para la amplificación. A su vez, por fluorescencia se cuantifica el 
ADN generado. Existen sistemas automatizados que permiten que la tecnología sea 
accesible al laboratorio de trabajo. La sensibilidad de esta tecnología es muy elevada, 
detectando la fracción de ADN mutante en un exceso de ADN nativo de 100.000 veces 
más, ya que, de media, el enriquecimiento de las moléculas mutantes por reacción es 
proporcional al número de particiones de la muestra. Por ejemplo, en ensayos para la 
detección de la mutación V600E en BRAF, se ha demostrado que esta tecnología permite 
detectar una fracción de ADN mutante del 0,001%, 1.000 veces menos que la PCR a 
tiempo real(283). Una de las principales desventajas es que requiere un equipamiento 




























Figura 16. Representación esquemática de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en (A)tiempo real 
y (B)PCR digital(284). 
 
 
• Micromatrices de ADN 
 
Las micromatrices constituyen una herramienta precisa y de bajo coste para el genotipado 
en paralelo de múltiples marcadores, adecuada para el diagnóstico rutinario en los 
laboratorios clínicos. Los biosensores de ADN, micromatrices de ADN (microarrays) o 
también llamados comúnmente chips de ADN, se basan en la unión por 
complementariedad de sondas de ácidos nucleicos de simple cadena. Estos sistemas 
requieren de la inmovilización de estas sondas en la superficie para reconocer a su 
secuencia diana complementaria por hibridación. Se han desarrollado numerosos 
sistemas basados en esta hibridación en disolución o en soporte sólido, permitiendo la 
visualización rápida de los resultados mediante marcajes variados como la detección 
quimio-luminiscente, colorimétrica(285). Ofrecen una elevada sensibilidad. Para las 
mutaciones KRAS y BRAF se ha conseguido una sensibilidad del 0,01 %(286). Además, 
existen procedimientos de enriquecimiento de las muestras en ADN mutado y posterior 
hibridación de las mismas en chips comerciales e implementados en rutina clínica, como 
es el caso del sistema INFINITI® KRAS-BRAF Assay (Autogenomics, Inc.) que 






2.4.2.3. Comparación de los métodos de análisis genético 
 
Muchas de las técnicas de análisis genético son simples de manejar y aplicables de forma 
rutinaria. No obstante, su selectividad puede no ser suficiente para determinadas 
mutaciones. Así, surgen las técnicas con mayor selectividad, aunque su aplicación en 
diagnóstico clínico rutinario se ve afectada por la dificultad en el manejo, el consumo de 
tiempo o el coste. Todas ellas tienen como base principal la detección de las mutaciones 
presentes en las muestras tumorales embebidas en parafina. Estos análisis deben ser 
rápidos, para la clasificación de los pacientes en el menor tiempo posible, y de bajo coste 
para su implantación en la mayor parte de laboratorios clínicos. La secuenciación destaca   
por la elevada fiabilidad de los resultados, aunque los tiempos de análisis son largos y se 
requiere mucha cantidad de muestra mutante. Estas dificultades pueden ser superadas por 
las tecnologías SSCP, DGGE, dHPLC o HRM, ya que requieren menor cantidad de alelos 
mutantes y garantizan una evaluación primaria del producto amplificado sin riesgo de 
contaminación. Sin embargo, no sirven para identificar mutaciones específicas y es 
necesaria la aplicación consecutiva de un método directo de confirmación de los 
resultados analíticos(279). La capacidad de evaluar diferentes muestras en paralelo se 
consigue con técnicas implementadas clínicamente como la PCR-ASA, ARMS o 
micromatrices. Todas destacan por su elevada selectividad y multiplexado, aunque en el 
caso de las variantes de PCR, requieren el uso termocicladores y reactivos especiales de 
gran coste. En este sentido, el análisis con micromatrices permite la identificación rápida 
y concreta de la base mutada con un equipamiento de bajo coste. 
Los métodos empleados para el análisis mutacional del gen KRAS (Tabla 11) se basan 
en diferentes principios, pero todos ellos tienen como objetivo la detección de las 
mutaciones presentes en las células tumorales que se encuentran en las muestras 
embebidas en parafina. Estos análisis deben ser rápidos, con el objetivo de clasificar al 
paciente en el menor tiempo posible, y baratos para su implantación en la mayor parte de 
laboratorios clínicos. 
Una de las tecnologías más desarrolladas para este análisis es la de secuenciación. Sin 
embargo, presenta elevados tiempos para el análisis, así como requiere la presencia de 
una gran cantidad de alelos mutantes presentes para su detección. Estas dificultades se 
pueden superar con las tecnologías de HRM, SSCP y DGGE, las cuales pueden obtener 
los resultados en menos de 24 horas y requieren de una menor cantidad de alelos mutantes 
presentes en las muestras. No obstante, estas tecnologías no ofrecen la posibilidad de 
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analizar varias muestras en paralelo y requieren de la confirmación de sus resultados 
mediante secuenciación. La capacidad de testar diferentes muestras en paralelo se puede 
alcanzar con las técnicas de digital PCR y micromatrices. El análisis basado en digital 
PCR, aunque ofrece un gran multiplexado, requiere de termocicladores especiales de gran 
coste, mientras que los análisis basados en micromatrices, no sólo ofrecen una gran 
capacidad de multiplexado, sino que permiten la identificación de la base mutada. 
 
Tabla 11. Comparación de métodos de análisis genético 
 




Método Sanger 15-50 
Requiere mayor cantidad de ADN 
mutado para su detección. 
Pirosecuenciación 1,25-6 
Requiere equipamiento especial 
(pirosecuenciador). 
Problema de lectura de 
homopolímeros de más de 5 
nucleótidos. 
HRM 1(3)-10 
Precisa equipamiento específico. 
Requiere experiencia en biología 
molecular 
SSCP/DGGE 1 
Requiere equipamiento especial. 
Precisa experiencia en HPLC. 
SNAPshot 5 
Alta precisión en los resultados. 
Flexible a otras mutaciones 
Digital PCR 0,1-10-3 




Sensibilidad adecuada para 
diagnóstico médico. 
Resultados rápidos 






2.4.3.  Clasificación por Subtipos Moleculares 
 
Datos recientes sobre las caracterizaciones moleculares integrales en el CCR, incluidas 
las clasificaciones The Cancer Genoma Atlas (TCGA) y el Consensus Molecular Subtype 
(CMS), han aumentado nuestra comprensión de los puntos genómicos y epigenómicos en 
el CCR y han permitido su clasificación en varios subtipos de acuerdo con sus distintas 
variaciones moleculares y características clínicas. 
 
2.4.3.1. Caracterización Molecular Integrada  
 
En 2012, la red de investigación TCGA realizó una caracterización molecular exhaustiva 
en 224 casos de CCR y analizó secuencias de exoma, número de copias de ADN, 
metilación del promotor y patrones de expresión de ARNm y microARN. Un subconjunto 
de estas muestras, representado por 97 casos, fue examinado por SNG. Los tumores con 
tasas de mutación > 12 mutaciones por 106 bases (media de mutaciones totales: 728), que 
representaron el 16% del número total de casos examinados, se designaron como CCR 
hipermutados, mientras que los tumores con tasas de mutación de <8,24 mutaciones por 
106 las bases (media de mutaciones totales: 58) se denominaron CCR no hipermutados 
(84%). Entre los CCR hipermutados, el 75% se enriquecieron por MSI, metilación de 
MLH1 y CIMP, mientras que el 25% restante presentaron mutaciones somáticas en genes 
MMR y de polimerasa E (POLE), mostrando tasas de mutación de > 40 mutaciones por 
106 bases. Los CCR no hipermutados se enriquecieron por mutaciones somáticas en los 
genes APC (81%), TP53 (60%), KRAS (43%), PIK3CA (18%), FBXW7 (11 %), SMAD4 
(10%), TCF7L2 (9%), NRAS (9%), FAM123B (7%), CTNNB1 (b-catenina) (5%), 
ACVR1B (4%) y SOX9 (4%). FAM123B (también conocido como WTX) es un regulador 
negativo X-ligado de la vía señalización de Wnt-b-catenina, y la mayoría de sus 
mutaciones implica la pérdida de su función. En los CCR hipermutados, los genes de 
ACVR2A (63%), APC (51%), TGFBR2 (51%), BRAF (46%), MSH3 (40%) y MSH6 (40%) 
fueron objetivos frecuentes de la mutación. Dos genes que con frecuencia se mutaron en 
CCR no hipermutados se mutaron con menos frecuencia en los CCR hipermutados: TP53 
(60% frente a 20%) y APC (81% frente a 51%). Todos los casos de CCR no hipermutados 
se caracterizaron por ser MSS y se asociaron con mayor frecuencia a alteraciones del 
número de copias somáticas (SCNA), lo que indica que este grupo está caracterizado por 
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cambios cromosómicos y subcromosómicos. La vía de señalización Wnt-b-catenina se 
activó en el 93% de los CCR no hipermutados y en el 97% de los CCR hipermutados, una 
activación que involucró tanto la inactivación de APC o activación de CTNNB1 y 
cambios en muchos otros genes implicados en la regulación de esta vía, incluidos 
FBXW7, FAM123B, SOX9 y TCF7L2. La vía de señalización del TGF-β se desreguló en 
el 27% de los CCR no hipermutados y en el 87% de los CCR hipermutados. 
 
2.4.3.2. Perfiles de Expresión genética  
 
Aunque se llevaron a cabo varios estudios de perfiles de expresión génica para clasificar 
los casos de CCR en subtipos, no se determinó una única clasificación(288, 289). Por lo 
cual, los miembros del CMS decidieron combinar su base de datos genómicos que 
comprendían 4151 muestras, incluida la fuente TCGA, para generar subtipos moleculares 
consensuados mediante la aplicación de técnicas de agrupamiento no supervisadas(290). 
A partir de esto, se establecieron cuatro CMS (Figura 17). 
 
• CMS1 (MSI inmune, 14%) se caracteriza por mostrar MSI y activación 
inmune; CIMP positivo, SCNA bajo, BRAF mutado; y ocurre en mujeres 
mayores y en colon proximal. 
• CMS2 (canónico, 37%) se caracteriza por presentar MSS, CIN y activación 
de la vía Wnt/MYC; CIMP-negativo y SCNA-alto; muestra la presencia de 
mutaciones de APC y TP53; ocurre en colon distal hasta recto; y muestra una 
supervivencia superior después de una recaída. 
• CMS3 (metabólico, 13%) se caracteriza por presentar MSS, CIMP bajo y 
SCNA-intermedio, muestra la presencia de mutaciones KRAS y APC, y exhibe 
una forma epitelial y una reprogramación metabólica. 
• CMS4 (mesenquimatoso, 23%) se caracteriza por presentar MSS, CIMP-
negativo y SCNA-alto, se produce en etapas avanzadas y muestra una SG más 
pobre y activación de TGFB, infiltración estromal, activación de transición 
epitelio-mesenquimal, remodelación de matriz y angiogénesis.  
 
Las muestras con características mixtas (13%) posiblemente representan un fenotipo de 




no era un estratificador terapéutico, esta subdivisión mediante análisis de datos facilitó 
una mejor comprensión de los amplios grupos biológicos que comprenden el CCR.  
 
2.4.3.3.  Subtipos clasificados por características moleculares 
 
Aunque el CCR es una enfermedad biológicamente heterogénea, la categorización en 
distintos subtipos utilizando una combinación de características moleculares podría 

















Figura 17. La taxonomía del cáncer colorrectal de acuerdo con el Consorcio de Subtipo de cáncer 
colorrectal(290).  
 
Utilizando una cohorte de pacientes con cáncer de colon en estadio III en un ensayo de 
quimioterapia adyuvante, se demostró que la combinación de mutaciones KRAS y 
BRAFV600E con un estado de MMR del ADN categoriza los cánceres de colon en cinco 
subtipos con características clinicopatológicas distintas, incluyendo resultados 
clínicos(291). Los tumores MMR-competentes con mutaciones BRAF o KRAS, que 
comprenden el 42% de todos los casos, exhibieron tasas de mortalidad más altas que los 
tumores sin este fenotipo. Tumores BRAF wild-type, KRAS wild-type y MMR-
competentes, que comprende el 49%, fueron el subtipo más frecuente en la cohorte y se 
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asociaron con una mejor supervivencia que los tumores que carecían de este 
fenotipo(157). Usando una cohorte poblacional de pacientes con CCR en etapa I-IV, se 
demostró que la combinación de los estados de MSI y CIMP y las mutaciones de BRAF 
y KRAS permitieron clasificar los casos en cinco subtipos con distintas características 
clínico-patológicas (Figura 18)(292).  
De los cinco subtipos, los CCR tipo 5, que comprenden el 7% de todos los casos y que 
muestran MSI y fenotipos BRAF wild-type, KRAS wild-type y CIMP negativo, mostraron 
las tasas de mortalidad más bajas y se caracterizaron clinicopatológicamente por su 
aparición en el colon proximal y mostrándose en edades tempranas. Los CCR de tipo 4 
(47%), definidos por mostrar MSS y fenotipos BRAF wild-type, KRAS wild-type y CIMP 
negativo, representan el subtipo más prevalente y se caracterizaron 
clinicopatológicamente por su vía canónica con mutaciones APC, su prevalencia en 
varones y por su distribución en colon distal hasta el recto. El tipo 4 corresponde 
principalmente a CMS2 (subtipo canónico) en la clasificación CMS(290).  
Los CCR tipo 2, que comprenden el 4% de los casos examinados, se definen como MSS 
y fenotipos BRAF mutado, KRAS wild-type y CIMP positivo, muestran las tasas de 
mortalidad más altas y se caracterizaron clínico-patológicamente por su prevalencia en 
mujeres, en colon proximal, mostrando un inicio de edad tardío. Estos dos estudios 
sugieren que la categorización basada en las características moleculares de los CCR es 
útil para comprender sus características biológicas y para predecir los resultados clínicos. 
Un estudio reciente informó que la positividad de CIMP podría utilizarse para estratificar 
a pacientes con pronóstico precario con MSS y BRAF mutado, que corresponden los CCR 
































Figura 18. Categorización en cinco subtipos según el estado de MSI y CIMP y la presencia de mutaciones de 
BRAF y KRAS(292). 
 
 
2.5. Tratamiento  
 
El tratamiento del CCR ha presentado un desarrollo importante en las últimas décadas, 
debido a la evolución en la técnica quirúrgica y terapia oncológica. Sin embargo, las 
características moleculares específicas del tejido tumoral conllevan a una variación en los 
resultados oncológicos en cada paciente. Actualmente, la elección del tratamiento óptimo 
en cada paciente se orienta según las características anatomo-patológicas y moleculares 
del tumor.  
 
2.5.1.  Tratamiento Quirúrgico 
 
La cirugía es el pilar fundamental del tratamiento de la enfermedad localizada y la única 
modalidad terapéutica potencialmente curativa. El objetivo debe ser la resección amplia 
del tumor primario con márgenes proximal y distal de al menos 5 cm junto al pedículo 
vascular y los ganglios linfáticos de drenaje del segmento de colon afecto. Además de su 
valor terapéutico, la linfadenectomía proporciona información pronóstica importante que 
puede ser útil para establecer la indicación de QT adyuvante. La mayoría de las guías de 
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consenso internacionales recomiendan el examen histológico de al menos 12 ganglios 
linfáticos para considerar que el estadiaje es adecuado y el empleo de técnicas adicionales 
para intentar incrementar la tasa de detección si no se alcanza este número. La experiencia 
del equipo quirúrgico es de vital importancia en el éxito de la cirugía, considerándose un 
factor pronóstico independiente. La presencia de una obstrucción y/o perforación 
intestinal son complicaciones frecuentes de las neoplasias de colon cuyo tratamiento 
quirúrgico depende de la localización del tumor y del estado general del paciente. En los 
tumores obstructivos del colon ascendente y transverso, generalmente es posible realizar 
con seguridad una colectomía derecha o colectomía derecha ampliada con anastomosis 
ileocólica primaria. Sin embargo, en los tumores de colon descendente, la mayoría de los 
cirujanos prefieren realizar una colostomía tras la resección colónica, aunque varios 
estudios sugieren que la cirugía con anastomosis primaria no se asocia a un incremento 
significativo de la morbimortalidad. En cuanto al manejo de los tumores perforados, en 
los pacientes estables y con peritonitis no generalizadas, la resección del tumor con 
anastomosis primaria es una opción segura. Sin embargo, en los casos de peritonitis 
difusa, perforación libre y/o pacientes hemodinámicamente inestables, los 
procedimientos de elección son la colocación de un drenaje percutáneo o la realización 
de una colostomía proximal temporal o definitiva. En cuanto a la colectomía asistida por 
laparoscopia, múltiples ensayos clínicos prospectivos randomizados y metaanálisis han 
demostrado que los resultados oncológicos y la morbimortalidad intra y postoperatoria 
son comparables a los que se obtienen con la cirugía abierta en pacientes adecuadamente 
seleccionados y en manos de cirujanos con experiencia en dicha técnica. Se consideran 
candidatos apropiados los pacientes con tumores localizados preferentemente en el colon 
izquierdo, sin signos de obstrucción ni perforación intestinal, sin invasión de estructuras 
adyacentes y sin antecedentes de una cirugía abdominal extensa que condicione la 
existencia de adherencias importantes. Las limitaciones del abordaje laparoscópico 
incluyen un tiempo quirúrgico generalmente superior, la necesidad de una adecuada 
formación y destreza en el procedimiento y el coste de los equipos. Sin embargo, ofrece 
las ventajas potenciales de un abordaje mínimamente invasivo que conlleva menor tiempo 
de estancia hospitalaria, menores requerimientos analgésicos, y mejores resultados 
estéticos. La conversión a cirugía abierta es necesaria en aproximadamente un 11-20% 
de los pacientes y en la mayoría de las ocasiones se relaciona con las características del 





Cáncer de recto. La escisión mesorrectal total (EMT) es el criterio quirúrgico estándar 
en la cirugía del cáncer de recto. El concepto de la EMT es la disección quirúrgica y 
anatómica a través de la fascia mesorrectal o "holly plane", esta técnica permite una tasa 
de recidiva local baja y por lo tanto una mayor tasa de supervivencia libre de enfermedad 
(SLE)(294). Además, se recomienda la ligadura alta (resección D3) de la arteria 
mesentérica inferior, ya que asegura una extirpación aceptable de ganglios linfáticos en 
la pieza quirúrgica(295). Moynihan y col. argumentaron sobre la importancia de la 
diseminación venosa en el tratamiento quirúrgico del cáncer de recto generando una 
tendencia en la ligadura  de la vena hemorroidal superior(296), aunque actualmente no 
tiene un consenso aceptado. 
Cáncer de colon. Recientemente, se establece que la cirugía de colon debe contener los 
principios quirúrgicos similares a la cirugía del cáncer de recto proponiéndose la escisión 
mesocólica completa (EMC) con una disección D3 de los ganglios linfáticos(297). Sin 
embargo, existen estudios limitados relacionados con la supervivencia después de la 
CME. En un artículo reciente(298), mostraron que la tasa de supervivencia relacionada 
con el cáncer a 5 años aumentó de 61% a 80% con la implementación de la EMC. De 
igual manera, los artículos recientemente publicados han demostrado resultados 
prometedores relacionados con las nuevas e innovadoras técnicas de resección D3 en la 
hemicolectomía derecha(299). Sin embargo, es necesario una planificación quirúrgica 
preoperatoria individualizada y personalizada, debido a la múltiple variación anatómica 
de la linfadenectomía D3. 
 
2.5.2.  Quimioterapia más Radioterapia Neoadyuvante  
 
Se han realizado numerosos ensayos para evaluar el impacto de la radioterapia (RT) y la 
quimioterapia (QT) pre y postoperatorias en el tratamiento del cáncer de recto. En una 
revisión realizada por la Cochrane en 2012, se evaluó 6 ensayos clínicos controlados 
sobre la quimio/radioterapia (QRT) preoperatoria en carcinomas de recto localmente 
avanzados. Se concluyó que no había diferencias significativas en la SG entre la QRT y 
la RT en monoterapia. Sin embargo, la QRT se asoció con una menor recurrencia local 
en pelvis. Se demostró además, que la QRT preoperatoria lograba una reducción 
significativa del tamaño tumoral, lo que beneficiaba al cirujano en la intervención 
quirúrgica(300). En una revisión de Petersen y col. de 21 ensayos aleatorios controlados 
en la que se evaluaron la QT preoperatoria en pacientes que habían sido sometidos a una 
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resección R0 por cáncer de recto, concluyeron que la QT preoperatoria mejora las tasas 
de SG y SLE(301), reduce las recidivas locales, se asocia a menos toxicidad que la QRT 
postoperatoria, y permite realizar una cirugía conservadora de esfínter en una mayor 
proporción de casos. La QRT neoadyuvante es un tratamiento estandarizado para 
pacientes seleccionados con cáncer de recto, alrededor del 15 al 27% de los pacientes 
tienen una respuesta patológica completa (RpC) (302). Se ha demostrado que los 
pacientes con una RpC después de la QRT tienen mejores resultados a largo plazo 
indicando un perfil biológico tumoral favorable. Estos pacientes, pueden presentar una 
respuesta clínica favorable sin necesidad de cirugía posterior. Sin embargo, todavía no se 
cuenta con los medios necesarios para identificar a los pacientes que responderán a la 
QRT neoadyuvante, dejando solos a los respondedores completos. Maas y col. argumenta 
que los tumores deben ser genéticamente analizados para identificar a los pacientes 
respondedores, aunque actualmente no se conoce las alteraciones genéticas que deben ser 
identificadas(302). Se ha establecido que aún existen varios desafíos en el perfil genético 
de los tumores con CCR(303), incluida la heterogeneidad genética intratumoral. El 
descubrimiento de una sola expresión genética con utilidad clínica es poco probable por 
lo que es necesario la búsqueda de un conjunto de vías genéticas alteradas que puedan 
predecir una RpC. Diferentes esquemas de terapia neoadyuvante son utilizados en la 
actualidad: a) uracilo/tegafur (UFT)-leucovorin más RT, se obtienen tasas de regresión 
en un 63% y una respuesta patológica completa en el 25% de los casos con una SG a 3 
años es del 90% y una SLE del 92%; b) Capacitabina y Oxiplatino más RT, se obtiene 
una RpC en el 20.9-23%. Sin embargo, se ha descrito un 10.9% de metástasis a distancia 
y un 2.2% de recurrencia local. Las tasas de regresión llegan cerca del 65% y c) Irinotecan 
y Capacitabina más RT, se obtiene un 27% de RpC y 53.2% de SLE a los 3 años. Como 
tratamiento neoadyuvante en el cáncer de recto localmente avanzado, la RT a dosis de 45 
a 60 Gy administradas en 25 fracciones durante 5 semanas (1.8-2 Gy/fracción) más 
quimioterapia concomitante con 5-FU, ha sido la terapia de primera línea utilizada en los 










2.5.3. Quimioterapia adyuvante en cáncer de colon localizado 
 
En pacientes con CCR sometidos a una cirugía potencialmente curativa, se considera que 
las recidivas de la enfermedad se originan a partir de micrometástasis clínicamente 
ocultas presentes en el momento del diagnóstico. El objetivo del tratamiento adyuvante 
es, por tanto, la erradicación de dichas micrometástasis, reduciendo así el riesgo de 
recidiva y aumentando la probabilidad de curación. Aunque las tasas de recurrencia son 
significativamente diferentes en los estadios II y III, la mayoría de los estudios 
randomizados de QT adyuvante incluyen ambos grupos de pacientes, realizando con 
frecuencia análisis exploratorios planeados con la intención de determinar la eficacia del 
tratamiento en cada estadio. En los estadios I no existe indicación de tratamiento 
adyuvante, puesto que la supervivencia a los 5 años con tratamiento quirúrgico 
exclusivamente es del 93-95%. Diversos ensayos clínicos en la década de los 90 
demostraron que la QT adyuvante basada en fluoropirimidinas asociada a levamisol o 
modulada con ácido folínico suponía un beneficio en la supervivencia de los pacientes 
con CC estadio III7-9. Estos resultados han sido mejorados posteriormente al asociar 
oxaliplatino a los esquemas con fluoropirimidinas. Más recientemente, se ha evaluado el 
valor de varios agentes biológicos como el bevacizumab o el cetuximab en combinación 
con la QT adyuvante, en base al beneficio demostrado en la enfermedad avanzada, pero 
no se ha conseguido demostrar una mejoría en el pronóstico global. Se considera que el 
tratamiento adyuvante consigue una reducción absoluta del riesgo de fallecimiento del 3-
5% en los estadios II cuando se utilizan fluoropirimidinas en monoterapia y del 15-20% 
en los estadios III tratados con combinaciones de fluoropirimidinas y oxaliplatino.  
 
2.5.4.  Tratamiento del carcinoma mestastásico  
 
El CCRm supone hasta el 50% de los casos de nuevos diagnóstico2. A pesar de los 
avances terapéuticos, el pronóstico en estos casos sigue siendo muy pobre, con una 
supervivencia media de 18 a 21 meses(304). La QT para el CCR se ha basado 
tradicionalmente en la administración de 5-FU, con la introducción más reciente de otros 
agentes citotóxicos, como el irinotecan, el oxaliplatino y la capecitabina. En los últimos 
5 años, la mayor comprensión de los procesos involucrados en la transformación de 
células normales a células cancerígenas ha permitido el desarrollo de nuevos fármacos 
dirigidos contra dianas específicas y claves en la carcinogénesis. Esta terapia involucra a 
INTRODUCCIÓN 
 115 
los fármacos que actúan de forma selectiva sobre vías moleculares específicas 
involucradas en la tumorigénesis o en la progresión tumoral(305). Actualmente, existen 
tres agentes de tratamiento aprobados en el CCRm: bevacizumab, cetuximab y pa- 
nitumumab. el primero se une al factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) 
inhibiendo su acción, mientras que los últimos bloquean el EGFR. 
 
2.5.4.1. Anticuerpos monoclonales anti-EGFR 
 
Cetuximab y panitumumab son anticuerpos monoclonales que bloquean el sitio de unión 




















Figura 19. Representación esquemática de los anticuerpos monoclonales cetuximab y panitumumab, y la vía de 







• Cetuximab (Erbitux®)  
Es un anticuerpo monoclonal quimérico murino/humano de tipo IgG1, que puede inducir 
citotoxicidad mediada por el propio anticuerpo. El exantema acneiforme es el efecto 
adverso más frecuente (70%) y se correlaciona con la eficacia al tratamiento. Otros 
efectos adversos más raros (1-10%) incluyen las reacciones alérgicas, fatiga, nauseas, 
fiebre, diarrea y mucositis. 
 
• Panitumumab (Vectibix®)  
Es el segundo anticuerpo anti-EGFR aprobado para su uso en el CCRm y en contraste 
con el cetuximab, es un anticuerpo IgG2 puramente humano, sin citotoxicidad 
dependiente del anticuerpo. 
 
La decisión terapéutica en el CCR se ha basado tradicionalmente en el estadio tumoral, 
la cinética de progresión tumoral y los síntomas del paciente. Los anticuerpos 
monoclonales anti-EGFR suponen el primer paso para una medicina personalizada 
basada en las características genéticas del tumor ya que inciden específicamente en la 
biología molecular del cáncer. Sin embargo, tan sólo un 10-20% de los pacientes con 
CCRm tratados con estos fármacos presentan un beneficio clínico(308). Este hecho, 
sumado al elevado precio de estos tratamientos, así como sus efectos secundarios han 
promovido la realización de múltiples estudios dirigidos a identificar los mecanismos 
moleculares de resistencia primaria a cetuximab o panitumumab. A continuación, se 
detallan los eventos moleculares más significativos asociados a la respuesta al tratamiento 
con estos fármacos. Numerosos estudios han mostrado que las mutaciones activadoras en 
KRAS son el principal factor predictivo de eficacia en pacientes que reciben cetuximab y 
panitumumab. Las mutaciones somáticas en este gen permiten una activación intrínseca 
de la cascada de señalización dependiente de EGFR (fig. 18), de forma que esta activación 
es independiente de la expresión de EGFR y, por tanto, no puede inhibirse por anticuerpos 
anti-EGFR(309). 
Recientemente, se han publicado tres grandes estudios aleatorizados fase III con 
cetuximab, incluidos los estudio OPUS (oxaliplatino y cetuximab como primera línea de 
tratamiento en el CCRm)(310), el estudio CRYSTAL (irinotecan y cetuximab como 
primera línea de tratamiento en CCRm) y el estudio de NCIC-CTG (monoterapia con 
anti-EGFR en pacientes con recidiva, pacientes refractarios o con contraindicaciones a la 
quimioterapia)(196). Los estudios OPUS y CRYSTAL demostraron de forma consistente 
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que el añadir cetuximab al tratamiento de primera línea en el CCRm basado en 5-FU, 
ácido folínico y oxaliplatino (FOLFOX) o irinotecan (FOLFIRI) no era beneficioso en 
pacientes con tumores con mutaciones somáticas en KRAS. Además, el estudio OPUS 
sugirió que cetuximab puede incluso ser perjudicial para estos pacientes. El estudio 
NCIC-CTG ha mostrado resultados similares. Por tanto, las autoridades de salud europeas 
han restringido el uso de panitumumab y cetuximab, ya sea en monoterapia o en 
combinación con quimioterapia, a pacientes con CCRm sin mutaciones en KRAS(269). 
Es importante destacar que las mutaciones KRAS representan tan sólo el 35-45% de los 
pacientes no respondedores a la terapia anti-EGFR, de modo que, aunque las mutaciones 
en este gen son un biomarcador muy específico de falta de respuesta (93%), su 
sensibilidad es baja (47%)(311). Estudios recientes se han centrado en el análisis de otras 
moléculas involucradas en la cascada de señalización de EGFR, como BRAF y 
PIK3CA/PTEN. Recientemente, se ha mostrado que las mutaciones de BRAF también 
afectan de forma negativa a la respuesta a estos fármacos. El primer trabajo retrospectivo 
se realizó en una cohorte de 132 pacientes, mostrando que ninguno de los pacientes 
respondedores presentaba mutación del gen BRAF, mientras que 11 (14%) de los 79 
sujetos no respondedores eran portadores de la mutación en este gen. Dado que es bien 
sabido que las mutaciones KRAS y BRAF son mutuamente excluyentes, estos dos 
marcadores juntos pueden identificar hasta un 50-55% de los no respondedores. Otros 
grupos han confirmado estos datos; sin embargo, es necesario realizar estudios 
prospectivos para incluir de forma definitiva a BRAF como factor de resistencia a los 
anticuerpos anti-EGFR. 
El EGFR también activa la vía de señalización PI3K (fig.18). Esta vía puede estar 
anormalmente activada por mutaciones en la unidad P110 de PIK3CA o por la 
inactivación de PTEN, un conocido gen supresor de tumores. El papel de la desregulación 
de esta vía de señalización en la respuesta a cetuximab y panitumumab ha mostrado 
resultados conflictivos(312). Sin embargo, parece ser que determinadas mutaciones 
activadoras en PIK3CA están asociadas a la resistencia al tratamiento, aunque la 
correlación dista mucho de la observada con KRAS. Por otro lado, la inactivación de 
PTEN también se ha asociado a falta de respuesta al tratamiento(313). Las mutaciones en 
PI3K y la inactivación de PTEN pueden coexistir con las mutaciones en KRAS y BRAF, 
hecho que puede explicar la dificultad en demostrar la contribución individual de estas 




la contribución de la alteración de esta vía en la respuesta a anti-EGFR, PI3K y PTEN, 
no se utilizan como marcadores en la práctica clínica. 
 
2.6. Pronóstico  
 
2.6.1.  Factores pronósticos  
 
Existen varios factores pronósticos reconocidos en el CCR que pueden determinar el 
riesgo de recurrencia. La precocidad del diagnóstico y, por ende, el estadio tumoral junto 
con las características biológicas del tumor y la calidad de la pieza quirúrgica son factores 
determinantes. El conocimiento de estos factores es fundamental para la decisión de 
técnicas quirúrgicas y en el tratamiento sistémico en cada paciente. El pronóstico global 
ha mejorado en los últimos años debido a un mayor acceso a pruebas de detección 
temprana y a tratamientos oncológicos específicos capaces de reducir la aparición de 
recurrencia de enfermedad. En ausencia de tratamiento adyuvante, aproximadamente el 
50-60% de todos los pacientes con enfermedad susceptible de resección se curará con el 
tratamiento quirúrgico exclusivo, mientras que el 40-50% restante recaerá. La QT 
adyuvante permite rescatar a aproximadamente un 15-20% de los pacientes que 
desarrollarían una recaída, incrementando la supervivencia a los 5 años hasta un 70-
75%(26). La extensión del tumor en la pieza anatómica tras una cirugía potencialmente 
curativa, establecida mediante el análisis anatomopatológico sigue siendo la herramienta 
principal para establecer un pronóstico en cada paciente. Sin embargo, en muchos casos 
los resultados oncológicos no coinciden con los habituales para su etapa tumoral. 
Comprender los mecanismos detrás de estas discrepancias permitirá un enfoque más 
preciso y personalizado, unas opciones de tratamiento mejor establecidas y en última 
instancia, una mejora en el pronóstico. En los últimos años, nuevas pruebas han tenido 
un impacto positivo en la comprensión del pronóstico individual. Esto incluye las 
características específicas del paciente, la efectividad del equipo multidisciplinario, el 
conocimiento refinado de los factores morfológicos histopatológicos, nuevos marcadores 
moleculares e indicadores inmunológicos. Gran parte de la información inmunológica y 
molecular proporciona formas prometedoras para clasificar y comprender el pronóstico 





2.6.1.1. Factores Clínicos 
 
• Sexo 
El sexo masculino es un factor de mal pronóstico en el CCR. Según los datos del 
Norwegian Cancer Register(314), las mujeres tienen un 12% menos de riesgo de 
mortalidad específica por cáncer. Se ha demostrado que el sexo masculino tiene una 
mayor incidencia de CCR y, en general, presentan un mayor riesgo de enfermedad 
recurrente después de la resección curativa(315). Aunque los datos no son concluyentes, 
algunos estudios con QT adyuvante basada en fluoropirimidinas sugieren que las mujeres, 
sobre todo menores de 50 años, presentan un mejor pronóstico que los varones de la 
misma edad.  Se ha postulado que el mecanismo biológico que explicaría dicha diferencia 




La incidencia de CCR en pacientes jóvenes (20-40 años) se ha incrementado en los 
últimos 25 años. Varios estudios han demostrado que el CCR en esta población tiene un 
peor pronóstico, lo cual podría explicarse por la mayor incidencia de tumores con 
características histológicas desfavorables (pobremente diferenciados, histología 
mucinosa o células en anillo de sello) y el diagnóstico en estadios más avanzados, así 
como por la menor adherencia a los programas de prevención primaria(317). Sin 
embargo, otros estudios demuestran que, a igualdad de estadio, no se observan diferencias 
en la supervivencia específica por cáncer respecto a pacientes de mayor edad(318).  
 
• Antígeno carcinoembrionario 
Los niveles preoperatorios elevados de antígeno carcinoembrionario (CEA) se asocian 
con un mayor riesgo de recurrencia. Este marcador tumoral se incluye en la mayoría de 
los programas nacionales de seguimiento después de la cirugía R0 generalmente asociada 
a pruebas radiológicas(319). En un metaanálisis se concluyó que el CEA tiene una alta 








2.6.1.2. Factores anatomopatológicos 
 
• Estadificación TNM 
Está establecido que el sistema TNM, el cual determina el estadio patológico es la 
herramienta clínica con mayor utilidad en el pronóstico del CCR. La "T" describe la 
profundidad invasiva del tumor en la pared colorrectal, un factor que influye 
negativamente en la supervivencia. Los tumores T1 invaden la submucosa, los tumores 
T2 invaden la muscular propia y los tumores T3 invaden la subserosa. Un tumor T4 
invade órganos o estructuras vecinas o perfora el peritoneo visceral. Una categoría T 
superior se asocia con una menor supervivencia. La afectación ganglionar, "N", también 
se asocia con una disminución de las tasas de supervivencia. N1 indica metástasis a 1 a 3 
ganglios linfáticos, mientras que N2 se define como una diseminación a 4 o más ganglios 
linfáticos. La metástasis a distancia, M1, a menudo implicará que la enfermedad es 
incurable con un pronóstico sombrío. 
 
Tabla 12. Sistemas de Clasificación tumoral 
 
Sistema TNM Sistema 
Supervivencia 




0 Tis N0 M0 - - - 
I T1 N0 M0 A A 92,5-93,9% 
 T2 N0 M0  B1  
II T3 N0 M0 B B2 76,4-77,5% 
 T4 N0 M0  B3  
III T1/T2 N1/N2 M0 C C1 47,1-48,3% 
 T3/T4 N1/N2 M0  C2  






• Localización tumoral 
 
La localización del tumor en el colon derecho, en colon izquierdo o recto representa un 
predictor independiente de diseminación metastásica y, por lo tanto, de SG. 
Recientemente se ha mostrado que los carcinomas del lado izquierdo tienen un 70% más 
de riesgo de metástasis hepáticas aisladas, en comparación con la localización derecha y 
recto(321). Por otro lado, lo carcinomas rectales tienen un riesgo de más del 200% de 
recurrencia local y/o metástasis pulmonares aisladas, en comparación con los carcinomas 
del lado derecho(322). Además, se ha demostrado que los tumores en sus diferentes 
localizaciones en el trayecto colorrectal tienen diferentes características genéticas. Por 
ejemplo, los carcinomas en colon derecho son predominantemente MSI, lo que le confiere 
un buen pronóstico y mayor supervivencia. Al comparar el carcinoma mucinoso, el 
carcinoma en anillo de sello y el adenocarcinoma se evidenciaron diferencias 
significativas en cuanto a ubicación anatómica y a su patrón de diseminación, mostrando 
que los carcinomas rectales se diseminan con mayor frecuencia a sitios 
extraabdominales(323). No esta claro si las diferencias genéticas, subtipos histológicos o 
el drenaje venoso o retorno linfático son los que más contribuyen a las diferencias 
observadas en la diseminación metastásica. 
 
• Afectación de ganglios linfáticos 
El número de ganglios linfáticos regionales afectos es el segundo factor pronóstico 
adverso más importante tras las metástasis a distancia y su incidencia guarda relación con 
la profundidad de la invasión transmural del tumor y el grado histológico. Además de los 
ganglios afectos, varios estudios han evaluado al número total de ganglios linfáticos 
analizados como un marcador pronóstico de recidiva. La tasa de supervivencia a 5 años 
fue del 62% para aquellos con < 8 ganglios examinados, mientras que aquellos con > 17 
ganglios linfáticos examinados tuvieron una supervivencia del 76% a 5 años(324). El 
valor pronóstico del ratio de afectación ganglionar (RAG), definido como el cociente 
entre ganglios afectos y examinados se ha confirmado, lo cual determina que un RAG 
elevado se asocia a una supervivencia desfavorable(325). En cuanto a los nódulos 
satélites, definidos en la clasificación TNM 2010(326) como depósitos tumorales 
extranodales en la grasa pericólica o el mesenterio adyacente, se consideran equivalentes 
a las metástasis ganglionares, incluso en ausencia de arquitectura nodal. Su presencia se 




enfermedad N0 al del estadio III(328). En los últimos años existe un interés creciente en 
el valor pronóstico de las micrometástasis ganglionares, definidas como células tumorales 
aisladas o agrupaciones celulares ≤0.2 mm en su dimensión mayor detectadas mediante 
tinciones con hematoxilina/eosina o métodos inmunohistoquímicos, o cualquier 
evidencia de tumor detectada únicamente mediante métodos moleculares como la 
reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)(329). Aunque 
las técnicas moleculares pueden detectar células tumorales ocultas hasta en el 25-50% de 
los pacientes con ganglios negativos en el análisis histopatológico rutinario, su 
significado biológico no está aclarado debido a los resultados inconsistentes de los 
trabajos iniciales(330). Sin embargo, un estudio reciente de 312 pacientes con estadio 
pN0 observó que el 81% las recaídas se produjeron en los casos en los que se identificaban 
células tumorales aisladas por inmunohistoquímica(331). Un metaanálisis de 39 estudios 
también ha confirmado el valor pronóstico adverso de la carga tumoral oculta en los 
ganglios linfáticos de tumores pN0 evaluada mediante RT-PCR, con independencia del 
número de ganglios examinados(332). Aunque estos resultados son prometedores, se 
necesitan estudios prospectivos confirmatorios antes de poder utilizarse para 
individualizar la indicación de QT adyuvante en pacientes con ganglios negativos(333). 
 
• Tipo histológico 
Existen subtipos histológicos de adenocarcinoma poco frecuentes, como el 
adenocarcinoma mucinoso (5% -15%) y el carcinoma de células en anillo de sello (1%). 
Por lo general, el carcinoma de células en anillo de sello (>50% de células en anillo de 
sello) se asocia a pacientes más jóvenes, estadios avanzados, peores resultados 
oncológicos y a una tasa de supervivencia más baja. El adenocarcinoma mucinoso (>50% 
mucinoso) localizado fundamentalmente en el colon derecho también se asocia a edades 
tempranas, a tasas de supervivencia más bajas(334), y en algunos estudios se ha sugerido 
una peor respuesta a la QT. Recientemente se ha reconocido al carcinoma medular como 
un nuevo tipo histológico, que es poco frecuente constituido por células con un patrón de 








• Grado histológico 
 
El grado histológico describe la diferenciación de las células tumorales y ha demostrado 
ser un factor pronóstico establecido independiente del estadio tumoral(336). Los tumores 
bien diferenciados se clasifican como G1 y los tumores moderadamente diferenciados, 
que son los más comunes, se clasifican como G2, ambos considerados de bajo grado 
histológico (mayor o igual al 50% de formaciones ganglionares). Los tumores 
pobremente diferenciados e indiferenciados se clasifican como G3 y G4 respectivamente 
y son considerados como de alto grado histológico (cordones celulares mal delimitados, 
con atipia celular marcada y alto índice mitótico). Los tumores con alto grado histológico 
tienen un peor pronóstico comparados con tumores G1 y G2. 
 
• Invasión Linfovascular 
La invasión tumoral en venas y vasos linfáticos juega un papel importante en la 
diseminación hematógena y linfática del tumor. Sin embargo, la frecuencia de esta 
invasión varía ampliamente entre las diferentes series y puede ser causada por diferencias 
en la sección del tumor, número de bloques tumorales examinados, uso de tinción especial 
y variabilidad entre observadores. Existe una asociación positiva entre la invasión 
linfática y algunas características tumorales como la profundidad, la pobre diferenciación, 
la gemación tumoral y las metástasis ganglionares(337). Sin embargo, existen resultados 
contradictorios relacionados con la invasión tumoral en los vasos linfáticos y su 
asociación con una baja supervivencia. En un estudio se demostró una asociación no 
significativa con un peor pronóstico al añadirse otros factores de riesgo. La invasión 
venosa se asocia con una categoría T más avanzada y una profundidad tumoral mayor y 
a su vez es un marcador pronóstico independiente de metástasis a distancia y menor 
supervivencia(338). Además, se ha argumentado que la invasión venosa extramural debe 
utilizarse como un marcador específico al adaptar el tratamiento adyuvante(339). Los 
trabajos científicos realizados por Dukes y cols. en las décadas de 1940 y 1950, 
representan los documentos fundamentales relacionados con la diseminación metastásica 
de las células tumorales a través de los vasos linfáticos(340, 341). Se demostró que la 
diseminación linfática de las células cancerígenas en el cáncer de recto sigue una ruta 
distinta y que la tasa de supervivencia se asocia con la amplitud de dicha diseminación. 
Se diferenciaron cuatro tipos de casos: A, B, C1 y C2. Los casos A y B no presentaron 




arterial. En 1938, mostraron por primera vez que la diseminación linfática sigue un patrón 
ordenado y distinto, lo cual es importante de tener en cuenta cuando se realiza la disección 
a lo largo de la fascia mesorrectal. De forma similar, identificó la diseminación venosa 
en el 11% de todos pacientes con cáncer de recto resecado, y curiosamente, la 
diseminación era más del doble de frecuente en pacientes con metástasis ganglionares. Es 
importante tener en consideración que el drenaje venoso del recto siga 2 vías distintas. 
En el tercio inferior del recto, las venas hemorroidales drenan en las venas ilíacas y luego 
en la vena cava inferior llegando al corazón derecho y a la circulación pulmonar. Por otro 
lado, los dos tercios superiores del recto drenan directamente a la vena mesentérica 
inferior, que luego desemboca en la vena porta antes de su ingreso al hígado. Algunos 
han argumentado que esta diferencia en el retorno venoso puede afectar el patrón de 
diseminación metastásica(322). El mesorrecto es la parte del mesenterio que envuelve el 
recto e incluye la grasa perirrectal, las arterias, el drenaje venoso, los nervios y los vasos 
linfáticos. La disección cuidadosa de la superficie de la fascia mesorrectal (holly plane), 
una capa de tejido fibroareolar, es la clave para el éxito del tratamiento quirúrgico en el 
cáncer de recto. Permanecer en el tejido laxo y avascular entre la fascia mesorrectal y 
endopélvica también minimiza el sangrado y protege la anatomía neurovascular 
circundante. 
 
• Invasión perineural 
La invasión perineural se define como el crecimiento directo del carcinoma en el 
perineuro de los nervios autónomos dentro del plexo mesentérico superior e inferior(342). 
Según varios ensayos recientes, la ruta de diseminación metastásica es una característica 
patológica emergente en el CCR(343). Ha sido postulado que esta invasión facilita el 
movimiento de células cancerígenas desde el sitio del tumor primario a través de vías 
perineurales produciendo depósitos tumorales en tejidos blandos(344). La invasión 
perineural puede explicar el pobre pronóstico en pacientes con cáncer de colon derecho 
con diseminación a los ganglios linfáticos centrales alrededor de los vasos mesentéricos 
superiores debido a su proximidad al plexo superior mesentérico. La invasión perineural 
se estima hasta en un 33% en algunos estudios. Recientemente se ha señalado que la 
invasión perineural se asocia con un pronóstico significativamente peor en el cáncer de 
recto localmente avanzado; la mediana de supervivencia libre enfermedad fue de 13.5 
meses para aquellos con invasión perineural en comparación a los 39.8 meses para 
aquellos en los que no se observaba dicha invasión. Estos autores sugieren que sus datos 
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respaldan nuevas evidencias del papel de la quimioterapia adyuvante en pacientes con 
invasión perineural(343). 
 
• Patrón de crecimiento tumoral  
El tumor en el frente invasivo puede adoptar un patrón de crecimiento infiltrativo, cuando 
penetra de forma difusa en el tejido sano adyacente, o expansivo, cuando el límite tumor-
estroma está bien circunscrito(345). La configuración infiltrativa, presente en el 17-80%, 
ha demostrado ser un factor pronóstico adverso independiente(346), lo que podría 
explicarse por reflejar una menor respuesta inflamatoria del huésped frente al tumor(347) 
y por su frecuente asociación con características moleculares relacionadas con un 
comportamiento tumoral agresivo, como la mutación BRAF V600E o la ausencia de MSI-
H(348). Otros trabajos también han encontrado asociación entre la presencia de células 
tumorales indiferenciadas aisladas o agrupadas en pequeños focos en la inmediata 
vecindad del frente invasivo, lo que se ha denominado “brote tumoral” o 
“desdiferenciación focal” (tumour budding)(349) y una supervivencia desfavorable(25). 
 
• Fibrosis peritumoral y respuesta inflamatoria 
La respuesta desmoplásica del estroma es una característica común del CCR invasivo y 
un factor pronóstico adverso en algunos(350), aunque no en todos(351), los estudios. Por 
otra parte, la infiltración linfoide intratumoral constituye un factor pronóstico favorable 
en la mayoría de los trabajos(352). En concreto, la presencia de una densidad alta de 
células T CD8+ y CD45RO+ se ha asociado con una mejoría de la supervivencia(353). 
Recientemente, se ha demostrado que la alta densidad de linfocitos T reguladores posee 
un valor pronóstico independiente más potente que el de las células CD8+ y CD45 
R0+(354). Estos datos sugieren que la respuesta inflamatoria reflejaría que los 
mecanismos de defensa del huésped están operativos, aunque no existen datos directos 
que confirmen esta hipótesis. También se ha sugerido que la infiltración linfoide puede 
representar un marcador pronóstico favorable debido a su asociación con MSI-H(355), 









2.6.1.3. Factores Quirúrgicos 
 
• Márgenes de resección 
En el cáncer de colon las recidivas locales son excepcionales cuando los márgenes 
proximal y distal son mayores de 5 centímetros. En cuanto al margen de resección 
circunferencial, varios autores han trasladado el concepto de ETM a la cirugía del cáncer 
de colon, demostrando que la excisión completa del mesocolon, definida como la 
separación de éste del plano parietal y la ligadura de las arterias y venas de drenaje en su 
origen, reduce las tasas de recidiva local y mejora la SG(357). 
 
• Tumor residual 
 
La presencia de tumor residual tras la cirugía es un factor pronóstico adverso ampliamente 
validado(358), que depende tanto del estatus de los márgenes quirúrgicos como de 
cualquier evidencia de tumor no resecado. La designación R indica la presencia de tumor 
residual local tras un tratamiento potencialmente curativo y es un término apropiado sólo 
en caso de enfermedad M0. La Tabla 13 resume las tres categorías de enfermedad residual 
(R0, R1 y R2) de la clasificación TNM 2010(326). 
 








Resección tumoral completa, sin evidencia de tumor residual en 
los márgenes quirúrgicos 
R1 
Resección tumoral incompleta, evidencia de tumor residual y/o 
afectación microscópica de los márgenes quirúrgicos 
R2 
Resección tumoral incompleta, evidencia de enfermedad residual 




2.6.1.4. Factores Moleculares 
 
A pesar de los datos prometedores iniciales que relacionaban a los marcadores 
moleculares con el pronóstico y definían grupos de alto riesgo de recidiva, no se ha 
identificado hasta la fecha un marcador o un perfil molecular con capacidad predictiva 
que permita identificar los casos de CCR con mayor posibilidad de beneficiarse de la QT 
adyuvante. 
 
• Inestabilidad de microsatélites 
 
Se ha demostrado que la MSI es un factor de pronóstico positivo independiente tras una 
resección R0. La mayoría de los trabajos concluyen que los tumores con MSI-H presentan 
una menor tasa de recidivas, fundamentalmente a distancia, y una SLE significativamente 
mayor que aquellos tumores MSS(145). En cuanto al papel de la MSI como marcador 
predictivo de respuesta a la QT adyuvante, algunos estudios demuestran que el 
tratamiento adyuvante con 5-FU mejora significativamente la supervivencia de los 
pacientes con CCR estadio II-III e MSI-L o MSS(359).  Respecto al papel del 
oxaliplatino, no hay estudios prospectivos que hayan evaluado el beneficio de la 
adyuvancia con este fármaco en pacientes con MSI-H. Sin embargo, la mayoría de los 
análisis retrospectivos realizados sugieren que el oxaliplatino adyuvante proporcionaría 
un beneficio independiente del estatus MMR, fundamentalmente en los estadios III y en 
los tumores proximales(360). Finalmente, datos preclínicos y clínicos recientes sugieren 
que los tumores con MSI-H podrían tener una mayor sensibilidad a irinotecán, lo que se 
explicaría por la deficiencia en los mecanismos de reparación implicados en las roturas 
de doble cadena inducidas por el fármaco. Así, un subanálisis del estudio CALGB 89803, 
en el que se evaluó el beneficio de añadir irinotecán a 5-FU bolus/LV en pacientes con 
CCR estadio III, ha demostrado una tendencia hacia una SLE favorable en los enfermos 
con MSI-H tratados con la combinación (HR=0.52; p=0.07)363. Sin embargo, el estudio 
PETACC-3 no ha confirmado estos resultados en pacientes con estadios II y III, ya que 
la adición de irinotecán al 5-FU infusión continua/LV no mejoró el pronóstico de los 
pacientes con MSI-H respecto a los tumores MSS. Los datos contradictorios de estos dos 
estudios pueden explicarse por las diferencias en la inclusión de pacientes con estadio II 
y en la definición de tumores con MSI-H. En base a los resultados descritos, parecer 




considera la administración de QT adyuvante con 5-FU, así como obviar dicho 
tratamiento en los tumores MSI-H y riesgo estándar de recidiva, teniendo en cuenta su 
pronóstico favorable y la ausencia de beneficio con la terapia adyuvante. La decisión en 
los estadios II de alto riesgo debe individualizarse en función de los riesgos y preferencias 
del paciente. El manejo óptimo de los estadios III con MMR es más complejo ya que 
múltiples estudios han demostrado el beneficio de la adyuvancia con 5-FU, y en la 
actualidad no debe considerarse MSI como un marcador validado para establecer las 
decisiones terapéuticas en esta población. 
 
• Mutaciones KRAS 
 
La mayoría de los estudios demuestran una concordancia mayor del 95% entre el estatus 
mutacional del tumor primario y sus metástasis. El impacto pronóstico de la mutación 
KRAS en los estadios II-III es controvertido, ha sido objeto de estudio, pero los resultados 
son contradictorios siendo su valor pronóstico aún incierto(361). Dos metaanálisis 
demostraron que su presencia en estadios iniciales es un factor pronóstico adverso(362), 
siendo el impacto más evidente en el caso de la mutación G12V (GTT) y en los estadios 
III. Posteriormente un estudio (QUASAR)(363) y varios estudios recientes de pacientes 
tratados con esquema FOLFOX+/-cetuximab(364) también evidenciaron una 
supervivencia inferior en presencia de mutaciones en este gen. Sin embargo, otros grandes 
estudios de adyuvancia (CALGB 89803(365) y el PETACC-3(366)), no han podido 
confirmar estos datos al no encontrar diferencias en supervivencia en pacientes con 
estadio II-III en función del estatus KRAS. Por otra parte, aunque la mutación KRAS es 
un predictor reconocido de ausencia de respuesta a las terapias anti-EGFR en el CCRm, 
la mayoría de los estudios en el contexto adyuvante no han encontrado asociación entre 
el estatus de KRAS y el beneficio de la QT adyuvante con 5-FU. Los resultados de algunos 
trabajos sugieren que la presencia de mutaciones KRAS en plasma(367) o en ganglios 
linfáticos histológicamente negativos en el CCR estadio II(332) se asocian con un mayor 
riesgo de recidiva en pacientes sometidos a cirugía curativa, por lo que podría ser de 






Las vías de activación de las MAP quinasas y m-TOR juegan un importante papel 
regulador del crecimiento celular. La activación del receptor de membrana EGF por la 
unión a ligandos procrecimiento activa las cascadas RAS-RAF-MAPK y PI3K-AKT-
mTOR, las cuales promueven la proliferación, invasión, migración y vascularización 
tumoral. Mutaciones específicas en proto-oncogenes de esta vía como KRAS, BRAF o 
PiK3CA conducen a una expresión constitutiva independiente de la activación de EGF 
que provoca el crecimiento celular sostenido. 
Diferentes estudios citan una frecuencia mutacional en CCR del 32-45% para KRAS, del 
6-17% para BRAF y del 3-21% para PiK3CA. La inmensa mayoría de estas mutaciones 
se encuentran en hotspots: los codones 12 y 13 de KRAS, el cambio V600E de BRAF y 
los exones 9 y 20 de PiK3CA. La identificación de estas mutaciones en tumores tiene 
además un gran valor diagnóstico, puesto que revela las vías alteradas y acota las dianas 
más efectivas en las que centrar el tratamiento.  Por otro lado, el estudio de mutaciones 
en TP53 es también de gran interés debido a las funciones del gen como supresor tumoral: 
interviene en la capacidad de detención del ciclo celular, la regulación de la entrada en 
senescencia o apoptosis o la activación de la reparación del ADN, entre otras. Alrededor 
del 40-55% de los CCRs presentan mutaciones en este gen. Debido a la naturaleza de 
supresor tumoral de p53, y a diferencia de KRAS, BRAF y PIK3CA, las mutaciones 
conductoras se distribuyen a lo largo de todo el gen, aunque también existen puntos 
calientes con frecuencia mutacional incrementada. La diversidad de técnicas utilizadas, 
así como la variabilidad en la zona cubierta en cada estudio, hace difícil poder establecer 
un porcentaje de mutación para cada gen en este grupo de tumores. Sin embargo, KRAS 
parece encontrarse mutado en al menos un cuarto de los casos analizados, mientras que 
para BRAF la frecuencia se muestra claramente inferior (0-13%).  
 
• Mutaciones BRAF 
 
BRAF es un protooncogén y miembro de la familia cinasa RAF(361), que codifica una 
serin-treonina quinasa incluida en la vía de señalización RAS-RAF-MAP2K(MEK)-
MAPK(368), la cual afecta a la proliferación celular, la detención del ciclo celular, la 
diferenciación del terminal y la apoptosis. Las mutaciones BRAF, mutuamente 
excluyentes con las mutaciones KRAS, se encuentran presentes en el 10% al 15% en el 
CCR y en el 34%-70% de los tumores esporádicos con IMS-H(369). La sustitución 




las mutaciones BRAFV600E se asocian a edad avanzada, sexo femenino, localización en 
colon derecho, IMS, metilación de MLH1 y características patológicas de mal pronóstico, 
como la histología pobremente diferenciada y mucinosa o con un estadio TNM más 
avanzado(370). Existen varios estudios que respaldan un impacto adverso del pronóstico 
de la mutación BRAF, especialmente en tumores con MSS. De igual forma a lo que ocurre 
con las mutaciones KRAS, hasta la fecha son pocos los estudios que han evaluado su valor 
de las mutaciones BRAF en relación con la eficacia de los esquemas de QT adyuvante. 
En algunos estudios (QUASA(363) y PETACC-3(366)) el estatus mutacional BRAF no 
predice el beneficio del tratamiento con 5-FU, mientras que otro estudio (CALGB 89803), 
si evidenció una SG favorable en los tumores BRAF wild-type, aunque sin encontrarse 
diferencias significativas con los tumores con mutaciones BRAF. 
 
• Mutaciones PIK3CA 
 
PIK3CA un oncogén que pertenece a la familia de las PI3K, estas quinasas que 
promueven diversos procesos biológicos, incluyendo la proliferación celular y su 
supervivencia codifican la subunidad catalítica de la fosfoinositida-3 quinasa (PI3K). Las 
mutaciones PIK3CA se encuentran en el 10% al 20% del CCR, aunque se han identificado 
en muchos tumores sólidos(371). Se asocian a características y eventos moleculares 
específicos como la localización proximal del tumor, MSI-H y KRAS mutado. En un 
metaanálisis reciente se ha señalado que la mutación PIK3CA tiene un efecto neutral 
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En España, como en muchos países occidentales, el cáncer es en la actualidad una de las 
enfermedades de mayor relevancia sobre todo por la alta tasa de morbimortalidad que 
genera y su alto coste sanitario. La mayoría de los estudios indican un aumento en la 
incidencia del CCR en las últimas décadas, sobre todo en pacientes jóvenes, por lo que 
los estudios moleculares para la detección de mutaciones genéticas y epigéneticas 
representan hoy en día una alternativa de importancia clínica. 
 
Se ha descrito la influencia de factores de riesgo genéticos y ambientales en la etiología 
del CCR, por lo que es necesario establecer una evidencia científica adecuada y proponer 
medios de información poblacional para conseguir una mayor aceptación e impacto de 
los programas de prevención y diagnóstico precoz. Se ha demostrado que el pronóstico 
de esta enfermedad está íntimamente ligado a la extensión tumoral en el momento de 
realizar el primer tratamiento con intento curativo, además, en los últimos años se ha 
comprobado la importancia de la detección de mutaciones predictivas de respuesta a la 
terapia adyuvante sobre todo en pacientes con CCRm. 
 
Aunque actualmente se cuenta con un armamento importante en métodos diagnósticos, 
resulta fundamental establecer de forma óptima la indicación y la modalidad de los 
tratamientos neoadyuvante y adyuvante de acuerdo con la localización y el estadio clínico 
y radiológico tumoral. Aún no hay estudios determinantes en cuanto la localización y el 
tipo molecular del tumor para obtener mejores resultados en SG y SLE, pero cada vez es 
más importante clasificar a los pacientes según estos valores para establecer tratamientos 
más dirigidos. 
 
Consideramos que cualquier técnica que ayude a fortalecer y mejorar los métodos de 
detección precoz o de diagnóstico ya establecidos son determinantes, no sólo por su 
capacidad de diagnóstico temprano, si no también por la capacidad de brindar un 
tratamiento más personalizado y eficaz en las poblaciones de riesgo intermedio y alto.  
 
El interés final de este estudio es desarrollar y establecer mediante técnicas moleculares 
una prueba complementaria de utilidad diagnóstica y terapéutica en pacientes con CCR. 
Este enfoque podría traducirse en una mejora en el pronóstico de estos pacientes. 





































La ddPCR tiene una alta sensibilidad para la detección de alelos mutados del gen 





2.1. Objetivo principal 
 
Evaluar la capacidad de detectar la mutación G12D del gen KRAS en ADN 
proveniente de muestras fecales mediante ddPCR en pacientes con CCR. 
 
2.2. Objetivos secundarios 
 
Analizar la capacidad de obtención, en cantidad y pureza, de ADN humano en 
muestras fecales en pacientes diagnosticados de CCR. 
 
Determinar la incidencia de la mutación G12D del gen KRAS en ADN proveniente de 
tejido tumoral mediante pirosecuenciación, en pacientes con CCR. 
 
Analizar la capacidad de detectar la mutación G12D del gen KRAS en ADN 
proveniente de tejido tumoral mediante ddPCR, en pacientes con CCR y 
correlacionarlo con los resultados obtenidos mediante pirosecuenciación.  
 
Comparación de mutaciones del gen KRAS según localización del tumor primario y 
su pronóstico mediante el seguimiento clínico postoperatorio. 
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1.  DISEÑO 
Realizamos un estudio observacional prospectivo en pacientes con diagnóstico 
histológico de adenocarcinoma colorrectal en diferentes estadios clínicos que ingresaron 
para tratamiento quirúrgico con fines curativos en el Servicio de Cirugía General del 
Hospital Universitario Fundación Jiménez Diaz durante el período comprendido entre los 
años 2014 y 2015. Todos los sujetos firmaron un consentimiento informado de acuerdo 
con un protocolo aprobado por el Comité de Ética para la Investigación Clínica de esta 
institución (PIC 63 / 2016_FJD). 
1.1. Selección de pacientes 
1.1.1 Criterios de inclusión 
- Confirmación histológica de CCR en muestras de tejido tumoral obtenidas 
mediante biopsia endoscópica. 
- Resección quirúrgica del tumor primario con intención potencialmente 
curativa. 
- Disponibilidad de muestra tumoral conservada en parafina 
- Estudio clínico preoperatorio completo. 
- Consentimiento informado del paciente. 
1.1.2 Criterios de exclusión 
 
- Tumores primarios con tratamiento de QT o radioterapia neoadyuvante. 
- Pacientes con diagnóstico de CCR complicada sometidos a cirugía de forma 
urgente 
 
1.2. Tamaño muestral 
 
Se estableció el tamaño muestral mediante el cálculo de la media anual de pacientes 
diagnosticados de CCR dos años previos al inicio del estudio. 
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1.3. Recogida de datos  
Se seleccionaron una serie de variables de interés para el estudio.  
 
Variables demográficas 




• Diabetes mellitus tipo 2 





• Hemorragia digestiva baja 
• Estreñimiento 
• Anemia 
• Síndrome constitucional 
• Dolor abdominal 
• Tenesmo rectal 
 
Localización del tumor primario 
• Todos los pacientes se dividieron en subgrupos de acuerdo con la 
localización del tumor primario, establecida por la distancia entre la 
lesión tumoral y el margen anal (cm) descrito en la colonoscopia 
preoperatoria. Se definieron los subgrupos: colon DERECHO: lesión 
tumoral entre la válvula ileocecal hasta ángulo esplénico de colon; 
colon IZQUIERDO: lesión tumoral entre el ángulo esplénico del 
colon hasta zona rectosigmoidea y RECTO: lesión tumoral entre zona 
rectosigmoidea hasta margen anal. 
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Estudio Anatomopatológico 
• Clasificación pTNM 
• Clasificación de Dukes y Astler-Coller 
• Tipo histológico 
• Grado de diferenciación 
• Tamaño tumoral 
• Metástasis ganglionares 
• Invasión perineural y/o vascular 
 
Seguimiento postoperatorio 
• Tiempo libre de enfermedad 
• SG 
 
1.4. Análisis moleculares 
• Estudio de pirosecuenciación en muestras de tejido tumoral 
• Estudio de ddPCR en muestras de tejido tumoral 




2.1. Recolección de muestras  
 
2.1.1. Obtención de muestras fecales 
 
Todas las muestras fecales se recolectaron durante la hospitalización prequirúrgica y 
previo a la preparación. Las muestras se recolectaron en recipientes estériles y se 
conservaron a -20 ºC hasta su análisis. 
 
2.1.2. Obtención de muestras de tejido tumoral 
 
Todas las muestras de tejido tumoral se extrajeron de las pieza quirúrgicas 
inmediatamente después de su extirpación y se transportaron de acuerdo con la 
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metodología anatomopatológica estándar para garantizar la calidad de las muestras (libres 
de formol). 
 
2.2. Extracción de ADN 
 
2.2.1. Extracción en muestras de tejido tumoral FFPE para análisis 
mediante pirosecuenciación. 
 
Se raspó con bisturí seco el tejido tumoral de las secciones quirúrgicas y se depositaron 
en tubos de microcentrífuga utilizando un bisturí seco para cada muestra. Se fijaron las 
muestras de tejido en formalina con tapón neutral al 10% y en parafina. Se utilizó el 
QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN) de acuerdo con el protocolo del fabricante 
para la purificación del ADN en muestra de tejido FFPE. El ADN genómico pudo 
conservarse a 2-8 °C durante 1 semana con posterioridad a la extracción y, luego, a una 
temperatura comprendida entre –15 y –25 °C durante 8 semanas antes de su uso. 
 
2.2.2. Extracción en muestras de tejido tumoral FFPE y muestras fecales 
para análisis mediante ddPCR. 
 
El ADN presente en las muestras de heces se aisló utilizando el kit QIAamp DNA Stool 
Mini (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante, con mínimas 
modificaciones. Las muestras fecales congeladas se mantuvieron en hielo para evitar su 
descongelación durante su manipulación. Se separaron pequeños fragmentos de la 
muestra utilizando un bisturí estéril y se introdujeron en tubos estériles, también en hielo, 
para pesarlos en una balanza de precisión. Se realizaron pruebas partiendo 
aproximadamente 200 mg de muestra según las recomendaciones del fabricante del kit 
de extracción, pero en aquellos casos en los que se obtuvo un rendimiento bajo de ADN 
o un bajo número de eventos en la ddPCR, se repitió la extracción utilizando alrededor 
de 500 mg de partida. El ADN de la línea celular LS-174T (proporcionado por la División 
de Oncología Traslacional, Instituto OncoHealth, IIS-FJD, que previamente había 
adquirido esta línea celular a través de la Colección Americana de Cultivos Tipo, ATCC 
en Manassas, VA, Estados Unidos) y el ADN de las células mononucleares de sangre 
periférica de un donante sano se extrajeron con el QIAamp DNeasy Blood and Tissue Kit 
(QIAGEN) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El ADN de los tumores fijados 
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con formalina y embebidos en parafina (FFPE) se extrajo usando el kit de preparación de 
muestras de ADN Cobas (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, Estados 
Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y pureza del ADN 
obtenido se estimó mediante NanoDrop (Espectrofotómetro UV-Vis ND-2000, Nanodrop 
Technologies Inc., Waltham, MA, Estados Unidos). 
 
2.3. Detección de mutaciones de KRAS 
 
2.3.1. Detección en muestras de tejido tumoral FFPE mediante 
pirosecuenciación. 
 
El análisis de las mutaciones de KRAS en las muestras de tejido tumoral FFPE se realizó 
mediante pirosecuenciación de acuerdo con la práctica habitual en el Servicio de 
Anatomía Patológica del Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz, utilizando el 
kit Therascreen KRAS Pyro marcado CE-IVD (Qiagen), según los protocolos del 
fabricante. Cada producto de PCR se analizó mediante pirosecuenciación usando los 
reactivos Therascreen KRAS Pyro (Qiagen), Streptavidin Sepharose High Performance 
(GE Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Suecia) y un instrumento PyroMark Q24 
(Qiagen). 
 
2.3.2. Detección en muestras de tejido tumoral FFPE y muestra fecales 
mediante ddPCR. 
 
Los ensayos de ddPCR se realizaron usando el sistema de PCR digital en gotas “QX200™ 
Droplet Digital™ PCR” (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados Unidos) con el ensayo de 
detección de mutaciones ddPCR™ Prime-PCR™ (Bio-Rad). El tamaño del amplicón fue 
de 57 pb. La mezcla de reacción de PCR (20 μL) contenía 10 μL de ddPCR Supermix 
para sondas (sin dUTP), 1 μL de cada mezcla de cebador/sonda (diana y referencia, 
marcadas con fluoróforos HEX y FAM, respectivamente) y 2-6 μL de muestra (ADN). 
Esta mezcla se cargó en los pocillos centrales del cartucho (DG8™ Cartridge), seguida 
de 70 µl de aceite de generación de gotas para sondas en los pocillos destinados a ello. El 
cartucho se cubrió con una goma o “gasket” y se introdujo en el generador de gotas 
(QX200 Droplet Generator). Tras la formación de la emulsión, los 40 µl de las 
suspensiones de gotas se transfirieron a una placa de 96 pocillos con una pipeta 
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multicanal. La placa se selló con un papel de aluminio perforable en un sellador por calor 
PX1™ PCR Plate Sealer (Bio-Rad) y se introdujo en un termociclador C1000 Touch 
Termal Cycler (Bio-Rad). El ciclo térmico consistió en 10 minutos a 95 ºC, 40 ciclos de 
94 ºC durante 30 s, y 55 ºC durante 60 s (Tabla 14).  
 
Tabla 14. Condiciones del ciclo térmico *Se seleccionó una temperatura de 105°C para el cierre y un volumen 
de muestra de 40 μL.  
 
Tras el ciclo térmico, la placa se transfirió al lector de gotas QX200 Droplet Reader (Bio-
Rad), donde se analizó la emisión de fluorescencia de FAM y HEX gota a gota, haciendo 
una clasificación binaria de las gotas positivas y negativas. Los resultados se analizaron 
utilizando el software Quantasoft v.1.7 (Bio-Rad) y se expresaron como número de copias 
por reacción de 20 μL, así como copias por ng de ADN. 
El ADN de LS-174T, una línea celular heterocigótica KRAS G12D de adenocarcinoma 
de colon humano, se usó como control positivo. El ADN de control KRAS WT se obtuvo 
a partir de células mononucleares de sangre periférica de un donante sano, utilizando una 
cantidad total de 100 ng de ADN de estos controles derivados de células por pocillo. En 
el caso del ADN de los tumores FFPE, se usaron 50 ng por pocillo. Se realizaron pruebas 
con diferentes cantidades de ADN derivado de heces de cada muestra, ya que la 
proporción de ADN humano con respecto al ADN bacteriano es desconocida y puede 
variar entre los pacientes. El fondo se midió añadiendo agua a la mezcla de reacción en 
lugar de ADN. Se analizaron de tres a cuatro réplicas de cada muestra de heces. Los 
tumores y controles FFPE se analizaron por duplicado. 
 
Etapa del ciclo térmico Temperatura Tiempo 
Velocidad de 
rampa 
Número de ciclos 
Activación de la enzima 95 10 min 
2°C/seg 
1 
Desnaturalización 94 30 seg 40 
Anillamiento/extensión 55 1 min 40 
Inactivación de la enzima 98 10 min 1 
Conservación 4 ∞ 1 
MATERIALES Y MÉTODOS 
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3. Análisis Estadístico 
 
Las variables cualitativas se definieron mediante número de casos y porcentaje. Las 
pruebas cuantitativas fueron definidas mediante media y desviación típica, cuando 
seguían una distribución normal, y mediana y rango cuando no presentaban esta 
distribución. Se evaluó si las variables seguían una distribución gaussiana mediante la 
prueba de Kolmogorov-Smirnov y si cumplían una distribución en campana de Gauss. 
Para el estudio analítico, se utilizó una prueba no paramétrica de Mann-Whitney para 
analizar la significación estadística utilizando el programa informático R (versión 3.5.3). 
El nivel de significación estadística se estableció en p<0,05. El análisis de supervivencia 
se realizó mediante el método de Kaplan – Meier y se compararon mediante las pruebas 






















































1.1. Aspectos Clínicos 
 
Se recolectó e incluyó en el estudio las muestras de tejido tumoral FFPE y muestras 
fecales de un total de 70 pacientes con CCR. Se dividieron los subgrupos según la 
localización del tumor primario: 26 en colon DERECHO (37,2%), 36 en colon 









































En los 70 pacientes incluidos en el estudio, existió un predominio en número de hombres 
(58,6%) frente a mujeres (41,4%) con una edad media global de 73,3 +/- 5 años. La 
distribución de la edad media y sexo de acuerdo con la ubicación de la lesión tumoral se 
muestra en la Tabla 15.  
 
Tabla 15. Características epidemiológicas  
 
 PACIENTES TOTAL 
Ubicación  DERECHO IZQUIERDO RECTO  
Sexo Mujeres 11 15 3 29 (41,4%) 
 Hombres 15 21 5 41 (58,6%) 
Edad 
(media) 
 76,9 72,3 70,6 73,3+/- 5 
 
 
En la Tabla 16 se describe la prevalencia de diferentes factores de riesgo, la presencia de 
SOH y los síntomas y signos previos a la cirugía distribuidos según la localización del 
tumor primario. Dentro de los factores de riesgo, la HTA fue el antecedente más 
prevalente (64,3%) en las diferentes localizaciones, seguido de la DL (48,5%) y en menor 
proporción la DM2 (31,4%). No se encontraron diferencias marcadas en cuanto a la 
prevalencia de obesidad calculada por el IMC en las tres localizaciones, siendo el 
promedio global de IMC de 25,3 (Sobrepeso grado I). Por otro lado, dentro de la 
sintomatología previa a la cirugía presentada por los pacientes, la anemia fue el signo más 
predominante (61,4%), siendo más marcada en tumores localizados y descritos como 
derechos. Tanto la rectorragia, estreñimiento y el dolor abdominal fueron síntomas con 
la misma prevalencia, aunque en una proporción baja (27,1%). En el 31,4% del total de 
pacientes se constató la prueba de SOH positiva, no observándose marcadas diferencias 








Tabla 16. Antecedentes clínicos y analíticos  
 
 DERECHO IZQUIERDO RECTO TOTAL 
Antecedentes 
Diabetes tipo II 7 13 2 22 (31,4%) 
Hipertensión 21 20 4 45 (64,3%) 
Dislipemia 14 17 3 34 (48,5%) 
IMC (media) 26,5 26,3 23,1 25,3 
Clínica 
Rectorragia 3 11 5 19 (27,1%) 
Estreñimiento 7 10 2 19 (27,1%) 
Anemia 22 20 1 43 (61,4%) 
Dolor abdominal 8 8 3 19 (27,1%) 
Pruebas complementarias 
SOH 11 10 1 22 (31,4%) 
 
SOH: sangre oculta en heces, IMC: índice de masa corporal 
 
1.2. Aspectos anatomopatológicos 
 
En la Tabla 17 se detalla la descripción de anatomía patológica de las piezas quirúrgicas 
distribuidas según la localización del tumor primario. No hubo diferencias marcadas en 
cuanto a las medias del tamaño tumoral, siendo la media de diámetro global de 4 cm. De 
acuerdo con la World Health Organization´s histological classification, el tipo 
histológico predominante en nuestra muestra fue el adenocarcinoma invasivo (94,3%), 
siendo el adenocarcinoma mucinoso (mucina en más del 50%) descrito en solo en 4 
pacientes (5,7%), de estos se observaron 3 episodios en colon derecho y 1 episodio en 
recto. El grado de diferenciación predominante fue G2 (moderadamente diferenciado) 
con un 88,6%, seguido de G1, G3 y G4 con un 7,1%, 2,9% y 1,4% respectivamente. 
En cuanto a la linfadenectomía observada en las piezas quirúrgicas, en las muestras de 
colon (derecho e izquierdo) se constató una linfadenectomía oncológicamente aceptable 




observó una linfadenectomía oncológicamente aceptable (GE mayor de 12) en el 62,5%. 
El porcentaje de ganglios afectos según la localización derecha, izquierda y recto fue del 
30,7%, 30,6% y 0% respectivamente. 
La invasión perineural fue observada en mayor porcentaje en tumores localizados en 
colon izquierdo (19,4%) seguidos de tumores rectales (12,5%) y de localización izquierda 
(11,5%), mientras que la invasión linfovascular fue predominante en tumores localizados 
en colon derecho (19,2%). 
 





Del total de pacientes, 45 (64,3%) fueron diagnosticados en etapas precoces de la 
enfermedad (0-IIA), en estos casos se observó un predominio en tumores de lado 
izquierdo (n=21, 46,67%). Del total de pacientes en estadios intermedios (IIIA-C) (n=19, 
 DERECHO IZQUIERDO RECTO TOTAL 




23 36 7 66 (94,3%) 
MUCINOSO 
(MÁS 50%) 
3 0 1 4 (5,7%) 
GRADO DE 
DIFERENCIACIÓN 
G1 3 1 1 5 (7,1%) 
G2 22 33 7 62 (88,6%) 
G3 1 1 0 2 (2,9%) 
G4 0 1 0 1(1,4%) 
LINFADENECTOMIA 
MAYOR DE 15 20 24  44 (71%) 
MENOR DE 15 6 12  18 (29%) 
MAYOR DE 12   5 5 (62,5%) 
MENOR DE 12   3 3 (37,5%) 
GANGLIOS 
AFECTOS (%) 
30,7% 30,6% 0%  
INVASION (%) 
PERINEURAL 11,5% 19,4% 12,5%  
LINFO-
VASCULAR 
19,2% 16,7% 0%  
RESULTADOS 
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27,1%), la mayoría de los tumores también se localizaban en el lado izquierdo (n=10, 
52,6%). Solo 3 (4,3%) casos del total de pacientes incluidos en el estudio presentaron 
lesiones metastásicas al diagnóstico. En la Tabla 18 se muestra la estadificación mediante 
el sistema TNM y la clasificación de Dukes modificada (Astler-Coller) distribuidos según 
la localización del tumor primario. 
 
Tabla 18. Estadificación tumoral según TNM y clasificación de Dukes modificada por Astler- Coller. 
 





0 2 0 0 2 
I 7 9 5 21 
IIA 7 12 3 22 
IIB 1 1 0 2 
IIC 0 1 0 1 
IIIA 0 1 0 1 
IIIB 5 8 0 13 
IIIC 3 2 0 5 






IN SITU 2 0 0 2 
A 0 3 3 6 
B1 7 6 2 15 
B2 8 13 3 24 
B3 0 1 0 1 
C1 0 1 0 1 
C2 8 8 0 16 
C3 0 1 0 1 










2.1. Análisis de mutaciones KRAS en muestras de tejido FFPE 
El servicio de Anatomía Patológica extrajo el ADN del total de muestras de tejido FFPE, 
las cuales se utilizaron en la detección de mutaciones de KRAS mediante 
pirosecuenciación y ddPCR. 
2.1.1. Análisis mediante pirosecuenciación 
Del total de 70 pacientes, se detectó mediante pirosecuenciación la mutación del gen 
KRAS en 33 muestras de tejido tumoral FFPE (47,1%) y 37 fueron catalogadas como 
KRAS wild-type (52,9%). Los distintos tipos de mutaciones detectadas y su prevalencia 
se describen en el apartado 2.1.1.2 (Tabla 20). 
2.1.1.1. Características clínicas según el tipo de mutación 
De las 33 muestras con mutaciones en el gen KRAS, 11 (33,3%) presentaban una 
localización en colon derecho, 15 (45,5%) en el izquierdo y 7 (21,2%) en el recto. En la 
Figura 21 se muestra la distribución en número del estado mutacional de KRAS según la 
localización del tumor primario. 
De un total de 29 mujeres y 41 hombres, 16 (55,2%) y 17 (41,5%) de cada género tuvieron 
KRAS mutado, respectivamente. Entre los pacientes con el tipo histológico de 
adenocarcinoma invasivo, 36 (54,5%) presentaron KRAS wild-type y 30 (45,5%) 
presentaban la mutación. 
Tres (75%) de un total de 4 pacientes con el tipo histológico de adenocarcinoma mucinoso 
presentaron alguna mutación de KRAS. No se observaron grandes diferencias entre los 
grupos de KRAS wild-type y KRAS mutado en términos de género, grado de 
diferenciación, tamaño tumoral, afectación ganglionar e invasión perineural y 
linfovascular. 
Cuando los pacientes se dividen en grupos de edad (menor o mayor de 40) de los 70 
pacientes de la muestra total, todos los pacientes analizados, tanto los identificados como 


































Figura 21. Estado de la mutación KRAS distribuido según la localización del tumor primario 
 
En cuanto a la distribución según el estadio tumoral (TNM), no se observaron diferencias 
significativas entre los grupos wild-type y mutado cuando se agrupaba a los pacientes en 
estadio precoz (0-IIa) y localmente avanzado (IIb-IIIc). De un total de 45 pacientes en 
estadio precoz, 23 (51,1%) y 22 (48.9%) pertenecían al grupo wild-type y mutado,  
respectivamente. De los 3 pacientes en estadio avanzado (IV) solo 1 (33,3%) pertenecía  






IZQUIERDO COLON DERECHO RECTO TOTAL
Mutación 15 11 7 33


























Estado de KRAS 
Wild-type Mutado 
Pacientes 70 37 (52,3%) 33 (47,7%) 
Sexo 
Mujeres 29 13 (44,8%) 16 (55,2%) 
Hombres 41 24 (58,5%) 17 (41,5%) 
Edad 
Menor de 40 0 0 0 
Mayor de 40 70 37 33 
Tamaño tumoral (cm) 4,0 4,3 
Tipo Histológico 
Adenocarcinoma 66 36 30 
Mucinoso 4 1 3 
Grado de 
Diferenciación 
G1 5 1 4 
G2 62 33 29 
G3 2 2 0 
G4 1 1 0 
Afectación ganglionar 12 7 
Invasión 
Perineural 4 7 
Linfovascular 6 5 
Estadio TNM 
0 2 0 2 
I 21 10 11 
IIA 22 13 9 
IIB 2 1 1 
IIC 1 0 1 
IIIA 1 1 0 
IIIB 13 7 6 
IIIC 5 3 2 
IV 3 2 1 
RESULTADOS 
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2.1.1.2. Tipos de mutaciones de KRAS. 
El sitio más prevalente de mutación fue el exón 2 (n=24, 72,7%), seguido por el exón 3 
(n=5, 15,2%) y el exón 4 (n=4, 12,1%). De las mutaciones en el exón 2, la mayoría se 
detectaron en el codon 12 (n=18, 54,5%) si se compara con las mutaciones en el codon 
13 (n=6, 18,2%), mayoritariamente de localización izquierda. Las mutaciones en el codon 
12 fueron mayoritarias en todos los grupos de localización tumoral (36,4%, 66,7%, 57,1% 
en localización derecha, izquierda y recto, respectivamente).  
La mutación puntual más frecuente en el codon 12 fue G12D (n= 10, 55,5%), de los cuales 
5 fueron en tumores localizados en colon izquierdo, 2 en colon derecho y 3 en recto, 
seguido de la mutación G12V (n=5, 27,8%). La mutación puntual menos frecuente en el 
codon 12 fue G12R. Dentro de las mutaciones en el codon 12 localizadas en colon 
izquierdo la mutación KRASG12V fue detectada en igual número que la mutación 
KRASG12D. La mayoría de las mutaciones de KRAS detectadas en colon izquierdo y recto 
se presentaron en el codon 12 (n=10 y n=4 respectivamente), mientras que en colon 
derecho las mutaciones de KRAS mayoritarias se evidenciaron en conjunto en el codon 
13, codon 146, codon 59 y codon 61. 
En la Figura 22 se muestra la prevalencia en número de casos de las mutaciones obtenidas 
mediante la técnica de pirosecuenciación en el exón 2 (codon 12 y 13) 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































2.1.1.3. Supervivencia según estado mutacional 
Según como se muestra en la Tabla 21 no hubo diferencias significativas en las muestras 
con el estado KRAS wild-type frente al mutado en cuanto a SLE (24 vs 23,8 
respectivamente; p=0,9) y SG (24,1 vs 25,4 respectivamente; p=0,5). El seguimiento en 
todas las muestras estudiadas fue de al menos 35 meses tras la cirugía radical. 
Tabla 21.  Supervivencia en meses según estado mutacional 
SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG: supervivencia global; DS: desviación stándar 
En la Figura 23 se muestran las diferencias en SLE y SG entre los grupos KRAS wild-type 
y mutado, se puede observar que ambos grupos mantienen una línea estable en SLE hasta 
los 15 meses de seguimiento, disminuyendo en el grupo mutado en el transcurso del 
seguimiento. En cuanto a SG, se observa un descenso en los primeros meses de 
seguimiento en el grupo wild-type, pero a partir de los 25 meses ambas líneas se 
equiparán. 
Estado Número Media (meses) +/- DS p 
SLE 
Wildtype 37 24+/- 9,1 0,9 
Mutado 33 23,8 +/- 7,9 
SG 
Wildtype 37 24,1 +/- 8,9 0,5 


































Figura 23. Gráficas comparativas entre estado wild-type y mutado en cuanto a SLE (A) y SG (B). 
 
2.1.2. Análisis mediante ddPCR 
 
2.1.2.1. Muestras analizadas y representaciones gráficas 
 
De las 70 muestras de ADN extraídas del tejido tumoral FFPE, se analizaron mediante 
ddPCR las muestras en las que se detectó la mutación KRASG12D mediante 
pirosecuenciación (N=10). Por otra parte, se seleccionaron en total 5 muestras como 
grupo control, cuatro muestras con tumores KRAS wild-type en el exón 2 y una muestra 







El análisis de los resultados de la ddPCR se realizó con el programa informático 
Quantasoft v.1.7 (Bio-Rad), que permite exportar los datos gráficamente en dos formas. 
En los gráficos 1D se representa de manera individual la amplitud de la fluorescencia 
emitida en el canal 1, que detecta el fluoróforo FAM con el que está marcada la sonda 
que hibrida con la secuencia que presenta la mutación, y en el canal 2, que detecta el 
fluoróforo HEX con el que está marcada la sonda que hibrida con la secuencia nativa o 
wild-type.  
En los gráficos 2D ambos canales se representan enfrentados en dos ejes, observándose 
cuatro poblaciones de gotas o droplets. En el cuadrante inferior izquierdo en gris se 
muestran las gotas dobles negativas, en las que no ha habido amplificación de ADN; en 
azul las gotas positivas en FAM, portadoras de moléculas mutadas; en verde las gotas 
positivas en HEX, portadoras de moléculas nativas o wild-type; y en naranja las gotas 
dobles positivas en las que ha habido amplificación de ambos tipos de moléculas.  
Otros gráficos obtenidos con este programa informático incluyen la representación del 
número de gotas positivas por réplica cuantificadas en cada canal así como en el “merged” 
o mezcla de todas las réplicas de una misma muestra, la concentración en copias por 
microlitro de reacción de moléculas nativas y mutadas, y la abundancia en porcentaje 
(“fractional abundance”), que procede de dividir la concentración en copias por 
microlitro de ADN mutado entre el ADN total (la suma de esta concentración más la 
concentración de ADN wild-type).  
 
 
2.1.2.2. Tejido tumoral wild-type y/o no KRASG12D 
 
Se detectó un número residual de copias KRASG12D en los tumores wild-type. Debido al 
nivel de fondo inespecífico, se consideró como umbral de positividad la media de 
copias/ng de ADN de las muestras controles + 2 veces la desviación estándar (DS) cuyo 













Tabla 22. Resultados en tejido tumoral FFPE mediante ddPCR en el grupo control 
 
   G12D WT 








56 0,12 2,40 0,05 508 10160,00 203,20 
63 0,4 8,00 0,16 805 16100,00 322,00 
67 0,48 9,60 0,19 518 10360,00 207,20 
71 0,67 13,40 0,27 1019,00 20380,00 407,60 




En el canal 1 del grafico 1D se muestra algún evento de fondo específico mientras que el 
en el canal 2 se muestran claramente una cantidad considerable de eventos positivos de 









































Figura 24. Gráficos de amplitud 1D de la muestra FFPE-56, control wild-type. A: canal 1: eventos positivos de 
fondo (azul). B: canal 2: eventos positivos de secuencia KRAS nativa o wild-type (verde) 
 
 
Igualmente, en el grafico 2D se muestra en el cuadrante inferior derecho los múltiples 
eventos positivos de KRAS wild-type, mientras que en el cuadrante superior izquierdo se 
observan solo tres eventos positivos para la mutación KRASG12D que no superan el umbral 





























Figura 25. A. Gráfico de amplitud 2D de la muestra FFPE-56, control wild-type. B. Gráfico que representa todas 
las réplicas realizadas de la muestra FFPE-56, control wild-type. Los eventos positivos en FAM (azul) 
corresponden a gotas que contienen moléculas de DNA portadoras de la mutación y en HEX (verde) gotas que 
contienen moléculas con la secuencia nativa o wild-type.  
 
 
2.1.2.3. Tejido tumoral KRASG12D 
 
Al correlacionar ambas técnicas, se logró confirmar en todos los casos la detección de la 
mutación KRASG12D mediante ddPCR en el ADN de tejido tumoral FFPE. Todas las 
muestras de ADN con tumores G12D positivos estaban por encima del umbral de 
positividad establecido, mostrando una mediana significativamente mayor de copias 
mutantes/ng de ADN que en las muestras con tumores KRAS wild-type (106 y 0,19 
copias/ng de ADN, respectivamente, p=0,001). Sin embargo, la diferencia entre las 
medianas de copias wild-type/ng de ADN entre los dos grupos no fue estadísticamente 










En el canal 1 de la gráfica 1D se observan numerosos eventos positivos con distintas 
intensidades de fluorescencia correspondiente a la mutación KRASG12D y en el canal 2 se 
observa una intensa “lluvia” de eventos con intensidades de fluorescencia intermedias 
entre la población de gotas positivas y la de gotas negativas correspondientes a moléculas 
KRAS wild-type (Figura 26). 
En la gráfica 2D se muestra en el cuadrante inferior derecho una cantidad considerable 
de eventos positivos para KRAS wild-type, mientras que en el cuadrante superior 
izquierdo se observan una gran intensidad de eventos positivos para la mutación 








   G12D WT 








17 543,00 10860,00 217,20 521,00 10420,00 208,40 
29 555,00 11100,00 222,00 841,00 16820,00 336,40 
30 317,00 6340,00 126,80 474,00 9480,00 189,60 
43 188,00 3760,00 75,20 1301,00 26020,00 520,40 
46 457,00 9140,00 182,80 496,00 9920,00 198,40 
51 265,00 5300,00 106,00 893,00 17860,00 357,20 
64 75,80 1516,00 30,32 953,00 19060,00 381,20 
70 87,10 1742,00 34,84 262,00 5240,00 104,80 



















Figura 26. Gráficos de amplitud 1D de la muestra FFPE-17, positiva para KRASG12D. A: el canal 1: eventos 




















Figura 27. A. Gráfico de amplitud 2D de la muestra FFPE-17, positiva para KRASG12D. B. Gráfico que representa 




En la Figura 28 se muestra la comparación del número de eventos en la mezcla 
(“merged”) de todas las réplicas realizadas en una muestra del grupo control (FFPE-56) 





















Figura 28. Gráfico comparativo del número de eventos positivos de réplicas entre la muestra control wild-type 
FFPE-56 y la muestra positiva para KRASG12D FFPE-17. 
 
 
En la Figura 29 se muestra un gráfico comparativo de la concentración de copias por 
microlitro de la mutación KRASG12D y de KRAS wild type entre una muestra del grupo 
control FFPE-56 (0,12 vs 543 copias/µl, respectivamente) y una muestra G12D positivo 
FFPE-17 (508 vs 521 copias/µl, respectivamente). Aunque se observa una concentración 
de KRAS wild-type similar en ambas muestras, en el caso de FFPE-17 se observa más 
copias de KRASG12D en comparación con la secuencia wild-type.  Por otro lado, en la 
Figura 30 se realiza una comparación de la abundancia relativa (%) de ADN con la 












Figura 29. Gráfico comparativo de la concentración en copias por microlitro de KRASG12D (azul) y KRAS nativo 
(verde) entre la muestra control wild-type FFPE-56, y la muestra positiva para KRASG12D FFPE-17.  
 
 
Figura 30. Gráfico comparativo de la abundancia (%) de ADN mutado con respecto del total en la mezcla de 








2.2. Análisis de la mutación KRASG12D en muestras fecales 
 
2.2.1. Obtención de ADN 
 
De las 70 muestras fecales recolectadas en nuestra población de estudio previa a la 
cirugía, se logró obtener una concentración y pureza adecuada de ADN para su estudio 
en la totalidad de los casos. En la Tabla 24 se describe el peso de muestra fecal utilizado 
para la extracción de ADN y la cantidad de ADN en ng/µl obtenido en cada muestra de 
un total de 15 pacientes seleccionados, 10 con la mutación KRASG12D y 5 KRAS wild-type 
confirmadas mediante pirosecuenciación. 
 
Tabla 24.  Resultados de la obtención de ADN en muestras fecales 
 
 Peso (mg) ADN (ng/µL) 260/280 260/230 
MB-53 486 165,38 1,82 1,30 
MB-56 540 191,48 1,90 1,07 
MB-63 619 230,86 1,92 1,98 
MB-71 525 220,68 1,90 0,99 
MB-96 523 148,45 1,76 0,47 
MB-12 364 71,81 2,06 1,72 
MB-17 559 18,16 1,95 1,77 
MB-29 227 123,13 1,81 0,87 
MB-30 490 254,00 1,91 1,45 
MB-43 236 169,53 1,92 0,73 
MB-46 232 62,96 1,76 0,48 
MB-51 545 23,27 1,79 0,85 
MB-64 499 101,36 1,71 0,65 
MB-70 220 127,69 1,91 1,52 
MB-75 282 103,79 1,89 0,80 
 
En la gráfica de espectro de absorbancia del ADN obtenido de las muestra fecales, se 
observó un pico a 260 nm propio del ADN en concentración suficiente para su análisis y 




En la Figura 31 se muestran cuatro ejemplos de los espectros obtenidos: en la muestra 
MB-63 y MB-12 con la mutación KRASG12D y KRAS wild-type respectivamente, se 
observa el pico de absorbancia a 260 nm. Por otro lado, en la muestra MB-17 con la 
mutación KRASG12D presenta un pico a 260 nm, pero más bajo en comparación con los 
anteriores, ya que la concentración de ADN de esta muestra fue menor. Sin embargo, en 
la muestra MB-64 con la mutación KRASG12D destaca la presencia de un pico de 
absorbancia a 230 nm que podría indicar que la pureza de esta muestra estaría disminuida, 



























Figura 31. Espectro de absorbancia del ADN obtenido a partir de muestras fecales. A: muestra control, 
procedente de un paciente con KRAS nativo o wild-type (MB-63). B: muestra de un paciente con KRASG12D (MB-
12). C: muestra de un paciente con KRASG12D (MB-17) con baja concentración de ADN. D: muestra de un 









2.2.2. Mutación KRAS G12D en muestras fecales por ddPCR 
 
Una vez obtenido el ADN de las muestras fecales, se analizó la presencia de la mutación 
KRASG12D mediante ddPCR en las 10 muestras cuyos correspondientes tejidos tumorales 
fueron positivos para esta mutación mediante la técnica de pirosecuenciación. El ADN 
de 5 muestras fecales procedentes de pacientes con tumores KRAS wild-type en el exón 2 
fueron incluidos como controles.  
 
2.2.2.1. Muestras fecales control KRAS wild-type 
 
Se detectó un número limitado de eventos positivos para KRASG12D en el ADN en las 
muestras controles (con la secuencia nativa o wild-type). Tal y como se consideró en las 
muestra de tejido tumoral FFPE, el umbral de positividad se calculó con la media de las 
copias/20 μL de reacción de las muestras controles + 2 veces la DS, correspondiente a un 
valor de 1,9 copias/20 μL. Se requirió entonces, que las muestras de ADN de muestras 
fecales tuvieran más de 1,9 copias/20 μL de reacción para ser consideradas positivas para 
la mutación (Tabla 25). 
 
Tabla 25. Resultados en muestras fecales mediante ddPCR en el grupo control 
 
 G12D WT 
















53 I I 3 1,40 0,011 469 210,00 1,615 
56 I IIA 1 0,40 0,003 76 31,20 0,240 





WT: wild-type, I: izquierdo, D: derecho 
 
En el gráfico de amplitud 2D, se observa en el cuadrante superior derecho tan solo un 
evento positivo mutado en una muestra control wild-type (MB-63) que se considera una 
señal de fondo inespecífico. Se realizó varias replicas en esta misma muestra 

















Figura 32. A. Gráfico de amplitud 2D de la muestra control wild-type MB-63. Se observa un evento positivo 
mutado residual que se considera señal de fondo. B. Gráfico que representa todas las réplicas realizadas de la 
muestra MB-63.  
 
 
71 D IIIB 3 1,20 0,009 377 144,00 1,108 
96 I IV 3 1,20 0,009 133 56,80 0,437 
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2.2.2.2. Muestras fecales KRASG12D 
 
De acuerdo con el concepto de umbral de positividad, que fue equivalente a un número 
superior a 3 eventos positivos en cada muestra, se detectó la mutación KRASG12D en 8 de 
las 10 muestras G12D positivas por ddPCR. De estas 8 muestras positivas, 6 presentaban 
tumores en un estadio precoz de la enfermedad. Las muestras MB-64 y MB-46 se 
consideraron negativas debido a que presentaban valores inferiores o iguales al umbral 
de positividad (Tabla 24). 
 
 
Tabla 26. Resultados en muestras fecales mediante ddPCR en el grupo G12D positivos 
 G12D WT 



















12 R I 14 7,40 0,051 493 262,00 1,819 
17 I I 4849 1944,00 41,362 19664 9120,00 194,043 
29 I IIIB 11 6,00 0,024 257 142,00 0,577 
30 D I 18 10,80 0,017 757 462,00 0,728 
43 D IIIC 19 11,80 0,035 1393 882,00 2,602 
46 I IIC 3 1,80 0,014 265 156,00 1,238 







Las medianas de copias KRASG12D/20 μL de reacción y de copias/ng de ADN en muestras 
fecales del grupo control difirieron significativamente del grupo con tumores G12D 
positivos (p=0,017). La secuencia KRAS wild-type se detectó en muestras fecales de todos 
los pacientes del grupo control, aunque no hubo diferencias significativas en la mediana 
















Figura 33. A. Gráfico de amplitud 2D de la muestra positiva para KRASG12D MB-17. B. Gráfico que representa 




64 I I 0 0,00 0,000 653 244,00 1,877 
70 I I 45 27,40 0,036 8516 5880,00 7,656 




En la Figura 34 se muestran los resultados en amplitud 2D y en número de eventos 


















Figura 34. A. Gráfico de amplitud 2D de la muestra negativa para KRASG12D MB-64. B. Gráfico que representa 
todas las replicas realizadas de la muestra MB-64, negativa para KRASG12D.  
 
En resumen, los resultados de la pirosecuenciación mostraron una concordancia del 100% 
con el análisis mediante ddPCR de los tejidos FFPE, mientras que la ddPCR detectó la 
mutación de KRASG12D en 8 de las 10 muestras fecales estudiadas. En la Figura 33 se 
detallan los resultados en amplitud 2D y en número de eventos positivos de las cuatro 
réplicas realizadas en la muestra KRASG12D positiva MB-17 por ddPCR. 
 
En la Figura 35 se muestra un gráfico comparativo de la concentración en copias/µl de la 
mutación KRASG12D y de KRAS wild type entre una muestra del grupo control wild-type 
MB-63 (0,021 vs 20,3 copias/µl, respectivamente), una muestra G12D positivo MB-17 
(97,2 vs 456 copias/µl, respectivamente) y una muestra G12D positivo MB-64 (0 vs 12,2 
copias/µl, respectivamente). Se observa una concentración mayor de KRAS wild-type en 
la muestra MB-17 en comparación con las otras dos muestras.  Por otro lado, en la Figura 
36 se realiza un comparación de la abundancia relativa (%) de ADN con la mutación 



















Figura 35. Gráfico comparativo de la concentración en copias por microlitro de KRASG12D (azul) y KRAS nativo 
(verde) entre la muestra control wild-type MB-63, la muestra positiva para KRASG12D MB-17 y la muestra 

















Figura 36. Gráfico comparativo de la abundancia (%) de ADN mutado con respecto del total en la mezcla de 
réplicas de la muestra control wild-type MB-63, la muestra positiva para KRASG12D MB-17 y la muestra negativa 
para KRASG12D MB-64 

























El CCR sigue siendo, a pesar de los avances científicos, una de las principales causas de 
muerte en todo el mundo. Las pruebas de cribado, aunque han permitido realizar 
diagnósticos en etapas precoces de la enfermedad, parecen ser insuficientes en la 
reducción de su incidencia, sobre todo en pacientes jóvenes, en los cuales parece haber 
aumentado en los últimos años. En nuestra muestra de estudio los casos de CCR se han 
presentado en pacientes de edad avanzada, en los que la incidencia global continúa siendo 
mayoritaria. 
 
1. Características del tumor primario 
 
Se han observado diferencias epidemiológicas e histológicas en los CCR proximales y 
distales: los pacientes con CCR del lado derecho tienen más probabilidades de presentarse 
en mujeres, de mayor edad e histología mucinosa, indiferenciada o en anillo de sello en 
comparación con tumores de lado izquierdo(373, 374). Nuestra muestra presenta un 
mayor número de pacientes varones, siendo la histología predominante el 
adenocarcinoma convencional. La localización del tumor primario se podría utilizar como 
un sustituto de la biología subyacente, debido a las diferentes vías de carcinogénesis y 
características moleculares variables(375). Con la disponibilidad de plataformas 
genómicas capaces de examinar ampliamente la expresión y la metilación génica, como 
lo demuestra el Atlas del Genoma del Cáncer, ahora podemos identificar los subtipos 
genómicos del CCR que también se distinguen entre tumores proximales y distales(376). 
Una definición firme del punto de división entre los CCR del lado derecho e izquierdo no 
se usa uniformemente. La distinción más común, la cual utilizamos en nuestro estudio, 
define los cánceres proximales hasta la reflexión esplénica y los cánceres distales desde 
la flexión esplénica hasta el rectosigma(377), los tumores de recto definidos desde el 
rectosigma hasta la línea pectínea fueron subdivididos para considerar la exclusión de los 
pacientes que recibieron neoadyuvancia. Este punto de corte se utiliza debido a que la 
mayor parte (dos tercios proximales) del colon transverso surge embriológicamente del 
intestino medio, y solo el tercio distal surge del intestino posterior. Aunque el intestino 
medio también da origen a otros órganos, como la mayor parte del intestino delgado y el 
apéndice vermiforme, los carcinomas que surgen en estos órganos tienen biologías únicas 
con diferentes tasas de mutaciones y se tratan clínicamente de forma especial(378), y por 




El suministro vascular también se ha propuesto como una característica definida del 
origen embriológico y de su localización: las arterias mesentéricas superior e inferior 
irrigan al intestino medio e intestino posterior, respectivamente. Aunque por motivos 
prácticos, debido al origen embrionario mixto del colon transverso, algunos estudios 
excluyen el colon transverso de los análisis que dicotomizan los CCR izquierdo y 
derecho(379), nuestro grupo de estudio no descartó dichos tumores para no disminuir el 
número total de muestras. La localización rectal a menudo también se excluye(380) 
porque la mayoría de los casos se diagnóstica en estadios IIb-III, dónde es necesario un 
tratamiento neoadyuvante sistémico y/o radioterápico, lo que podría afectar a algunos de 
nuestros objetivos, como la obtención de ADN viable para su estudio. Por otro lado, 
biológicamente, la variación del número de copias somáticas y los análisis de expresión 
de ARNm y microARN en los tumores malignos de colon y de recto son indistinguibles, 
por lo que consideramos necesario tomar muestras fecales de pacientes con carcinomas 
rectales sin tratamiento previo, dónde nuestra fuente de estudio, el ADN humano, no fuera 
alterado. 
Como se ha señalado anteriormente, existen distintos orígenes embriológicos de la 
localización derecha e izquierda del colon. Estos distintos orígenes y los procesos de 
migración y diferenciación celular requeridos durante el desarrollo embriológico normal 
requieren distintos patrones de expresión genética dentro del intestino medio y el intestino 
posterior(381). Por lo tanto, los distintos fundamentos embriológicos del colon derecho e 
izquierdo probablemente contribuyen a las diferencias en la biología subyacente. 
Existen diferentes perfiles de expresión genética entre el epitelio normal del colon 
derecho e izquierdo. El colon derecho normal tiene una mayor expresión de los genes de 
la familia del citocromo P450 que el colon izquierdo, lo que sugiere una diferente 
exposición a los metabolitos de las sustancias ingeridas(382). Del mismo modo, hay 
diferencias significativas en los patrones de metilación de genes entre el colon derecho e 
izquierdo. En particular, la prevalencia de la metilación del promotor del gen de 
reparación de errores de coincidencia hMLH1 y el O-6-metilguanina-ADN 
metiltransferasa (MGMT) es significativamente mayor en la mucosa del colon derecho y 
especialmente en mujeres mayores(383), lo que podría sugerir que las aberraciones 
epigenéticas en la mucosa preneoplásica del colon derecho puedan reflejarse en la 
consecuente biología del adenocarcinoma del lado derecho. Por todo ello creímos 
importante dividir las muestras según la localización del tumor primario. 
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Reflejando los diferentes factores predisponentes, las lesiones premalignas que conducen 
al CCR varían sustancialmente entre el colon derecho e izquierdo. Los pólipos serrados 
sésiles son más frecuentes en el colon derecho. Por el contrario, los adenomas tubulares 
y tubulovellosos convencionales se distribuyen de manera más uniforme en todo el marco 
cólico, aunque es más probable que presenten una displasia de alto grado o focos de 
adenocarcinoma en el colon derecho(384). Estos adenomas tienen características 
moleculares distintas y suelen ser precursores de una variedad de CCR biológicamente 
distintos(385). En nuestro grupo, el diagnóstico de CCR se basó en su totalidad en 
estudios mediante colonoscopias y biopsias de tejido. Es importante mencionar que, 
debido a las diferentes características biológicas, físicas y técnicas, las colonoscopias y 
polipectomías realizadas se asocian con una disminución significativa en la incidencia 
del CCR del lado izquierdo en comparación con los CCR del lado derecho.  
Se han identificado rutas alternativas de la carcinogénesis en el CCR que se encuentran 
correlacionadas de forma significativa con su localización en el trayecto colónico. Los 
CCR que presentan una hipermetilación en todo el genoma causante del silenciamiento 
del gen epigenético, denominado CIMP-High (CIMP-H), tienden a ser mutuamente 
excluyentes de los tumores de inestabilidad cromosómica, definidos por una marcada 
aneuploidía(386). Los CCR CIMP-H están particularmente enriquecidos en tumores MSI, 
en gran parte debido al silenciamiento epigenético del gen MMR de MLH1(387). Estos 
tumores CIMP-H/MSI-H tienen más probabilidades de aparecer en el lado derecho del 
colon(388), mientras que los tumores CIN tienen más probabilidades de presentarse en el 
lado izquierdo. Esto podría explicar en parte que la mayoría de los casos de mutación 
KRAS se presentara en tumores localizados y señalados como izquierdos en nuestro grupo 
sin incluir las mutaciones detectadas en carcinomas rectales. 
CIMP y MSI son criterios pronósticos y, por lo tanto, contribuyen a las diferencias 
clínicas entre los CCR derechos e izquierdos. Los CIMP-H están asociados a una peor 
supervivencia(389), especialmente en el 50% de los cánceres CIMP-H/MSS(225). El 
impacto pronóstico de MSI depende del estadio. En los cánceres en estadio II y III, los 
tumores MSI-H tienen un pronóstico superior en comparación con los tumores 
MSS(390). Por el contrario, aunque solo el 4% de los CCR en estadio IV son MSI-H(391), 
estos tumores se han asociado históricamente con una supervivencia inferior.  Este 
pronóstico precario, en comparación con el MSS, no se modifica en el subgrupo BRAF 
wild-type(205). Actualmente, debido a estudios emergentes donde se analiza la eficacia 




antiprogramada-1 (PD-1), en el tratamiento del CCR MSI-H(392), el pronóstico asociado 
a la enfermedad en estadio IV puede variar drásticamente. Sin embargo, dado la 
prevalencia de CIMP-H y MSI en los CCR del lado derecho y su impacto pronóstico 
conocido, estos factores podrían contribuir de forma significativa en los resultados 
oncológicos y de supervivencia según la localización del tumor. 
Existen variaciones en las tasas de mutaciones en oncogenes y supresores tumorales entre 
los CCR de lado derecho e izquierdo. Por ejemplo, la mutacion BRAFV600E, la cual se 
asocia con una supervivencia significativamente inferior en el CCR estadio IV, es más 
predominante en los CCR del lado derecho(370). Por el contrario, las mutaciones APC y 
TP53 predominan en los CCR izquierdos. Recientemente, se identificaron diferentes 
patrones de mutaciones APC, TP53 y KRAS que confieren pronósticos variables(393), 
por lo que se justifica el análisis adicional describiendo el sitio primario del tumor, 
derecho o izquierdo. Además de las mutaciones puntuales, las amplificaciones 
potencialmente dirigibles a los receptores de las tirosina quinasas, como ERBB2 y el 
EGFR, también son más comunes en los CCR del lado izquierdo. Estas variaciones 
subyacentes en la mutación y los patrones genómicos pueden explicar resultados 
variables de la terapia oncológica y ofrecer posibles nuevas terapias, donde la localización 
del tumor sería una consideración importante. 
Varios estudios han identificado los subtipos de CCR mediante la agrupación de 
expresión de genes no supervisados, con varias características consistentes en todos los 
esquemas de subtipo, como el subtipo MSI-H/CIMP-H predominantemente en los CCR 
del lado derecho y de tipo mesenquimatoso con mal pronóstico. Sin embargo, hubo una 
falta de coherencia entre los otros subtipos delineados, y cada esquema de clasificación 
tuvo entre 3 y 6 subtipos diferentes identificados(394). Para unir estos esquemas dispares 
de subtipos, el Consorcio internacional de subtipos de CCR aplicó múltiples 
clasificaciones independientes en un conjunto unificado de 3962 muestras. Se determinó 
la asociación entre estos esquemas de clasificación dispares y surgieron 4 CMS. En 
particular, CMS1, que está compuesto predominantemente por CCR del lado derecho, 
tiene predominancia por tumores MSI-H, CIMP-H y BRAF. Si bien las características 
genotípicas como el estado de mutación de KRAS y BRAF son predominantes en algunos 
subtipos (BRAF en CMS1; KRAS en CMS3), su presencia o ausencia no define 
específicamente ningún subgrupo, lo que demuestra el valor limitado del genotipado en 
la definición de una biología más amplia del CCR. De forma similar, existe una 
heterogeneidad entre los CCR del lado derecho, de modo que, aunque son predominantes 
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en los subtipos CMS1 y CMS3, el subtipo CMS 4 también está representado por tumores 
localizados en el lado derecho. 
Los ligandos EGFR epirregulina (EREG) y la anfirregulina (AREG) se expresan 
variablemente entre los CCR del lado derecho e izquierdo. La alta expresión tumoral de 
EREG y AREG se asocia con mayores tasas de respuesta y mejores resultados a la terapia 
con anticuerpos anti-EGFR en pacientes con CCRm y genotipo KRAS y NRAS wild-type 
(395). Las expresiones de EREG y AREG son significativamente más altas en los CCR 
del lado izquierdo y se correlacionan inversamente con la metilación del promotor y el 
estado de CIMP-H.  
Existe un pronóstico variable según el estadio entre los pacientes con CCR derecho e 
izquierdo. Los registros de tumores y las cohortes retrospectivas sugieren que los tumores 
del lado derecho tienen un mejor pronóstico en estadio II, pero un peor pronóstico de la 
enfermedad en estadio III, probablemente asociada con la mayor prevalencia de tumores 
MSI-H de colon derecho en estadio II(396). Además, los análisis de ensayos clínicos 
prospectivos de pacientes con CCR en estadio III que recibieron quimioterapia adyuvante 
también demostraron una supervivencia inferior (HR, 0,70; IC del 95%, 0,61–0.81)(360). 
En nuestro grupo de estudio un gran número de tumores se encontraban en estadio III, 
tanto de localización derecha e izquierda, lo cual genera la necesidad de detectar de forma 
sencilla las mutaciones de KRAS para determinar un pronóstico de respuesta a la terapia 
anti-EGFR. 
Los pacientes con CCRm con un tumor primario del lado derecho también tienen un peor 
pronóstico en comparación con casos de tumores primarios localizados en el lado 
izquierdo. Esto se explica mediante un análisis conjunto de 3 estudios de 2027 pacientes 
tratados con quimioterapia de primera línea, en los que aquellos con CCR del lado 
izquierdo tuvieron una mayor SG y SLE en comparación con aquellos con tumores 
localizados en el lado derecho, incluso después de ajustar la mutación BRAF y la 
histología mucinosa tumoral(397). 
Queda entonces establecido que la localización primaria del CCR es un factor pronóstico, 
pero no es predictivo, por ejemplo, en el resultado oncológico de la terapia basada en 
bevacizumab. Un análisis de 2 ensayos prospectivos aleatorizados controlados de 
quimioterapia con o sin bevacizumab encontró, mediante una prueba de interacción 
estadística, que la asociación entre la localización del tumor y el uso de bevacizumab no 
fue significativa, lo que indica que la localización no es un biomarcador predictivo a favor 




un factor pronóstico como predictivo del beneficio de la terapia anti-EGFR en pacientes 
con CCRm y refractario con genotipo KRAS wild-type. En un ensayo aleatorizado entre  
pacientes con CCR y genotipo KRAS wild-type en el codon 12/13, se evidenció una 
mejoría significativa en la SLE con cetuximab en tumores primarios de lado izquierdo 
(HR, 0.28; IC del 95%, 0.18–0.45 ), mientras que no hubo diferencias entre aquellos con 
tumores primarios del lado derecho (HR, 0.73; IC 95%, 0.42–1.27; p = 0.002)(380). 
Estudios retrospectivos adicionales también mostraron que los pacientes con CCR del 
lado izquierdo tuvieron una mejor SLE con terapia anti-EGFR en comparación con 
aquellos con CCR de lado derecho, incluso entre pacientes con mutaciones KRAS/BRAF 
wild-type(398). 
Se han encontrado resultados similares con cetuximab de primera línea combinado con 
quimioterapia entre pacientes con CCR wild-type en los exones del 2 al 4 en KRAS y 
NRAS. En el estudio CALGB/SWOG 80405 que asignó al azar a pacientes con CCRm de 
tipo KRAS wild-type para recibir quimioterapia de primera línea con cetuximab o 
bevacizumab, se sabía que 474 pacientes eran de tipo pan-RAS wild-type. En este estudio, 
un tumor primario de lado derecho se asoció con una SG inferior en el grupo con 
cetuximab (HR, 1.81 frente al lado izquierdo; IC del 95%, 1.27–2.56). La SLE también 
fue significativamente menor en pacientes con un tumor de localización derecha que 
recibieron cetuximab, pero no fue significativamente menor entre las que recibieron 
bevacizumab(399), lo que indicaba que la ubicación de lado derecho era un  biomarcador 
predictivo de inferior supervivencia con quimio-inmunoterapia basada en cetuximab (p = 
0.0009). Estos resultados se corroboraron mediante un análisis de 394 pacientes con 
CCRm de tipo RAS wild-type aleatorizados para recibir FOLFIRI de primera línea con 
cetuximab o bevacizumab en el estudio FIRE-3. En este ensayo, nuevamente hubo una 
SG menor en tumores de lado derecho, entre los pacientes que recibieron cetuximab 
(mediana de la SG, 18.3 vs 38.3 meses; p <.001), pero también entre los que recibieron 
bevacizumab (mediana de la SG, 23.0 vs 28.0 meses; p = 0.04)(400). 
Datos adicionales que incluyen líneas de terapia por localización de tumor también 
pueden proporcionar información sobre las razones de la variabilidad en supervivencia 
observada en estos ensayos. Dada la marcada inferioridad de la SG observada entre los 
pacientes con CCR de lado derecho tratados con terapia anti-EGFR de primera línea, ha 
surgido el consenso de que en estos pacientes no deben recibir quimio-inmunoterapia 
basada en anti-EGFR de primera línea. 
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Los CCR del lado derecho e izquierdo tienen características biológicas subyacentes 
marcadamente diferentes, con una prevalencia para los cánceres mutantes MSI-H, CIMP-
H y BRAF entre los CCR de lado derecho. Estas características se incluyen principalmente 
entre el subtipo genómico CMS1, que también se enriquece entre los CCR de lado 
derecho, aunque CMS3 también se inclina hacia los CCR de lado derecho. La distribución 
diferencial de estos subtipos de CCR genómicos y otras características biológicas entre 
los CCR del lado derecho e izquierdo puede contribuir a mejorar en el pronóstico inferior 
de los CCR del lado derecho en estadio avanzado y un resultado inferior con la terapia 
anti-EGFR. Los ensayos clínicos futuros en el CCR deberán considerar variables 
asociadas importantes y la localización del tumor primaria al desarrollar sus resultados, 
y es de esperar que permitan una terapia personalizada basada en los patrones biológicos 
subyacentes. 
 
2. Evaluación coste-efectividad 
 
Es importante tener en cuenta las evaluaciones económicas en pruebas de detección 
genéticas y detección de mutaciones específicas utilizadas en el CCR. El objetivo 
principal de estas evaluaciones es comparar las diferencias en los costos relacionados con 
los efectos en la calidad de salud entre las intervenciones alternativas para simplificar y 
respaldar el proceso de toma de decisiones. Varios autores, a través de estudios de casos, 
confirmaron la efectividad de la detección de mutaciones genéticas predictivas, lo que 
generó un aumento en su uso en la práctica clínica, con consecuencias importantes en 
términos de costos(401). Nuestro análisis también sugiere cómo la precisión de una 
prueba de diagnóstico, los costos y los supuestos realizados en la etapa inicial de la 
estimación del modelo influyen en los resultados de los estudios de evaluación 
económica(402). Si bien en nuestro estudio los costos fueron altos por los múltiples 
ensayos y puestas a punto necesarios para asegurar unos resultados con validez externa e 
interna, creemos que al asegurar su utilidad en la práctica clínica por su importancia como 
prueba de cribado y factor predictivo y al desarrollar un protocolo adecuado los costos 
podrían disminuir. 
En cuanto al diagnóstico en dos estudios publicados se concluye que las pruebas genéticas 
universales fueron rentables en comparación con los criterios de riesgo clínico. Sin 
embargo, algunos autores coinciden en que los criterios de Bethesda siguen siendo útiles 




herramienta basada en la historia clínica y su sensibilidad relativamente baja suscitan 
serias preocupaciones sobre su efectividad(49, 403). 
Con respecto al "tratamiento", el escenario parece un poco más complejo y esto surgió 
claramente en dos estudios(404, 405). Ambos analizaron la rentabilidad de la prueba de 
detección de mutaciones de KRAS y/o BRAF, obteniendo resultados diferentes en 
términos de costos incluidos en el modelo. Ambos modelos mostraron que, para el umbral 
de wild-type más bajo, la selección de mutaciones de KRAS y BRAF es el enfoque más 
rentable entre las alternativas. La prueba de KRAS, que utilizamos en nuestro estudio, 
representa la segunda mejor opción y, finalmente, para una mayor cantidad de wild-type, 
la administración de tratamientos con anti-EGFR a todos los pacientes podría representar 
la mejor alternativa en términos de beneficios clínicos. La última hipótesis sugiere que la 
escasez de recursos impone la adopción de enfoques de detección para contener las 
terapias relacionadas con los altos costos. Dos estudios investigaron la rentabilidad de 
detectar las mutaciones de KRAS antes de administrar inhibidores de EGFR(406, 407). A 
pesar de que siguieron un enfoque metodológico diferente, ambos estudios mostraron una 
efectividad en ahorro de costos asociados con la adopción de pruebas predictivas para 
seleccionar pacientes para las terapias anti-EGFR. Es de destacar que varios estudios 
recientes subrayaron la importancia de la evaluación de las mutaciones NRAS (además de 
KRAS) antes de comenzar un tratamiento con agentes anti-EGFR. En consecuencia, solo 
los pacientes con pan-RAS wild-type se beneficiarán del tratamiento. También analizamos 
la evidencia económica en las pruebas de detección de mutación dirigida. 
Desafortunadamente, solo existe un artículo que comparaba diferentes tipos de pruebas 
de mutación KRAS(408). Los resultados sugirieron que las pruebas de KRAS con el kit de 
PCR Therascreen KRAS RGQ (QIAGEN) fueron más costosas y efectivas que la 
pirosecuenciación. En general, la evidencia económica sobre pruebas de detección 
genéticas en el CCR sugirió que todas las intervenciones de evaluación ahorran costos 
para ciertos umbrales de wild-type. Sin embargo, la escasa evidencia en este campo, 
combinada con la cantidad de supuestos realizados para efectuar los modelos y la falta de 
transparencia y consistencia en los métodos utilizados para derivar los costos, nos lleva a 
un alto nivel de incertidumbre sobre los resultados de la relación costo-efectividad. Por 
esta razón, se requiere una investigación importante para evaluar la mejor combinación 
entre las pruebas de detección, el tipo de prueba de detección genética y la terapia dirigida. 
Por lo tanto, nuestro estudio podría ser de utilidad al sumarse como evidencia científica 
y al contribuir con una alternativa de estudio para mejorar la brecha de coste-efectividad. 
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3. Aplicación de la ddPCR 
 
En algunos estudios se ha descrito que la fijación del tejido en formalina causa daños en 
el ADN, principalmente fragmentación y alteraciones en su estructura que afectan a la 
calidad y cantidad de ADN amplificable en las muestras. En presencia de formaldehído, 
las secuencias de nucleótidos que contienen pares de bases guanina-citosina pueden 
formar enlaces entre las cadenas de ADN y unión a aminoácidos (crosslinking). La 
interacción con el formaldehído también debilita los puentes de hidrógeno y favorece la 
desnaturalización del ADN. Estas alteraciones reducen la eficiencia de la amplificación 
en la ddPCR y conducen a la aparición de “lluvia”: gotas con una señal intermedia entre 
las poblaciones positivas y negativas(409, 410). 
Los diferentes protocolos de extracción y procesamiento del ADN previo a la ddPCR 
también pueden afectar su cantidad y calidad(410). Entre las principales recomendaciones 
para tener en cuenta en futuros estudios está el procesamiento de las muestras fijadas en 
formalina en el menor tiempo posible y el pretratamiento de las muestras FFPE con uracil 
ADN glicosilasa (UDG), que digiere las citosinas deaminadas (C>T) reduciendo las 
señales de falso-positivo. 
Por otro lado, se ha observado una gran variabilidad en el número de copias de KRAS 
wide-type entre las diferentes muestras. Algunos autores han descrito anteriormente que 
el Nanodrop puede sobreestimar la concentración de ADN(411), y esa sobreestimación 
puede suponer hasta 2 veces la concentración obtenida en la ddPCR, considerando por 
tanto que las medidas espectroscópicas no son suficientemente adecuadas para este 
fin(412). Además, en nuestro estudio, al tratarse de ADN extraído a partir de muestras 
fecales, la cantidad de ADN total presente en las muestras, estimada según la absorbancia 
a 260 nm de ADN de doble cadena, incluye tanto el ADN humano como bacteriano, por 
lo que no sabemos en qué proporción se encuentra exactamente cada uno de ellos.  
 
4. Implicación clínica de las mutaciones de KRAS  
 
El estudio molecular a través del ADN de fluidos corporales en individuos con riesgo 
intermedio y/o alto para el CCR aparece como una herramienta diagnóstica y una nueva 
estrategia para detectar biomarcadores cuya utilidad se establece en la predicción del 
resultado clínico oncológico(413). Tanto las mutaciones del gen KRAS y la activación de 




colorrectal. Recientemente, el análisis y la determinación de las mutaciones del oncogén 
KRAS han adquirido un importante papel pronóstico y predictivo en el CCR(414), ya que 
su presencia, descrita en aproximadamente el 30% de los casos, podría determinar la 
ausencia de respuesta a la terapia anti-EGFR y por consiguiente un peor resultado 
oncológico en la enfermedad metastásica. Sin embargo, los pacientes con KRAS wild-type 
pueden mostrar resistencia al tratamiento oncológico, debido a la presencia de 
alteraciones en las otras vías de señalización del EGFR o la discordancia entre el estado 
de mutación KRAS del tumor primario y sus respectivas metástasis, esto como 
consecuencia de la heterogeneidad del tumor o la presencia de subclones mutados 
desarrollados durante la terapia y que no fueron detectados por los métodos estándar. 
Las mutaciones de KRAS más frecuentes se encuentran en el codon 12 y 13, representando 
el 14.1% y el 7.3% de todos los casos, respectivamente. Algunos estudios han 
documentado un peor pronóstico en pacientes en los que la mutación puntual en KRAS  
era G12D (415). En nuestra población de estudio y en concordancia con análisis externos 
previos, la incidencia de la mutación KRASG12D fue del 14,3%. 
Cada vez más evidencias destacan la relevancia de la heterogeneidad inter e intratumoral 
en el CCR. La evolución clonal de subgrupos de células tumorales en tumores primarios 
y/o lesiones metastásicas portadoras de mutaciones en genes clínicamente accionables, 
incluido el oncogén KRAS, podría dar lugar a una resistencia secundaria a agentes 
terapéuticos, como los anticuerpos monoclonales anti-EGFR incluidos el cetuximab y 
panitumumab y tener una gran influencia en la toma de decisiones clínicas.  
Por lo tanto, podría ser necesario biopsias de tejido en serie a lo largo del seguimiento 
clínico y terapéutico del paciente para una detección temprana de progresión o recurrencia 
de la enfermedad. El ADN tumoral presente en muestras fecales proviene de la 
exfoliación de células tumorales de la mucosa intestinal hacia la luz y podría representar 
una fuente alternativa y no invasiva de material genético para el cribado de la mutación 
del oncogén KRAS en pacientes con CCR(416). La exfoliación de colonocitos a la luz del 
intestino grueso es un fenómeno natural continuo que parece exacerbarse en situaciones 
específicas como la inflamación y la presencia de lesiones tumorales donde el 
desprendimiento de colonocitos es más frecuente que en situaciones normales(417). El 
análisis de biomarcadores genéticos en muestras de heces tiene mayores ventajas si se 
compara con la SOH debido a que el ADN se vierte continuamente en la luz intestinal 
como consecuencia de la exfoliación de células cancerígenas, mientras que la hemorragia 
intestinal puede presentarse de forma variable en la evolución de la enfermedad(418). Por 
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lo tanto, el análisis del ADN en muestras fecales podría evitar la necesidad de biopsias 
múltiples de tejido. El estudio que desarrolló el análisis de ADN en muestras fecales 
incluyó 22 pacientes diagnosticados con CCR, 11 con adenomas y 28 sanos. Las muestras 
fecales de estos pacientes se sometieron a pruebas de detección de mutaciones de 15 
mutaciones puntuales en varios genes, incluido KRAS. En este estudio, se obtuvo una 
cantidad de ADN adecuada en todas las muestras. El panel examinado mostró una 
sensibilidad del 91% para el CCR y del 82% para los adenomas, con una especificidad 
del 93%(418). En otro estudio multicéntrico de casos y controles, una prueba 
automatizada para el análisis de ADN de heces multidiana permitió la detección de CCR 
con una sensibilidad del 98%, independientemente del tamaño o el estadio de la lesión. 
La sensibilidad para las lesiones precancerígenas fue proporcional al tamaño de la lesión 
(57% para las lesiones> 1 cm y 83% para las lesiones> 3 cm)(256). Posteriormente, un 
estudio prospectivo que incluyó 9989 pacientes en los que se comparó el análisis de heces 
con la prueba FIT, utilizando colonoscopia como patrón de referencia, mostró que el 
ADN fecal tenía una sensibilidad más alta para la detección de CCR (92% frente a 74 %), 
pólipos con displasia de alto grado (69% frente a 46%) y pólipos serrados sésiles (42% 
frente a 5%). Sin embargo, en pacientes con tumores precoces o con resultados negativos, 
la especificidad del ensayo basado en ADN (87-90%) fue menor que FIT (95-96%)(419). 
Estos resultados concuerdan con un estudio prospectivo casi simultáneo donde se 
analizaron pólipos serrados sésiles ≥1 cm con el mismo panel de marcadores múltiples 
en ADN de muestras fecales, mostrando que la metilación del gen BMP3 y NDRG4 
podrían ser marcadores altamente discriminantes para la detección y vigilancia de pólipos 
colorrectales(420). 
Estos estudios condujeron a la aprobación por la FDA de un sistema de análisis de ADN 
fecal (Cologuard) en 2014 para la detección del CCR, que incluye un ensayo 
inmunoquímico para hemoglobina humana (SOHi) y biomarcadores moleculares 
asociados al CCR como los marcadores de metilación (regiones promotoras del gen 
BMP3 y NFRG4), mutaciones de KRAS y β-actina. La prueba se basa en la amplificación 
y detección mediante Quantitative allele-specific real-time target and signal 
amplification (QuARTS™). Sin embargo, este sistema todavía tiene una aplicación 
limitada en la práctica clínica debido a su costo elevado. Las dificultades técnicas de esta 
prueba también incluyen la necesidad de recolección de un gran volumen de muestras 
fecales y la alta tasa de falsos positivos, lo que implica más colonoscopias confirmatorias 




incluyó a 9989 personas de riesgo medio comparó la validez diagnóstica para neoplasia 
colorrectal del Cologuard con la prueba de SOHi (punto de corte de 20 μg Hb/g de heces), 
realizando posteriormente colonoscopia en todos los participantes(255). La sensibilidad 
de Cologuard fue superior a la de la prueba de SOHi para detectar CCR (92,3 frente al 
73,8 %, p = 0,002), adenoma avanzado (42,4 frente al 23,8 %, p = 0,001) y PS avanzados 
(42,4 frente al 5,1 %, p < 0,001). Sin embargo, la tasa de falsos positivos fue superior con 
el análisis del ADN fecal (14 %) respecto a la prueba de SOHi (5,1 %), lo que conlleva 
la realización de un número considerable de colonoscopias innecesarias. Además, la tasa 
de fallo técnico de Cologuard fue superior a la de la prueba de SOHi (86,6 % frente al 
94,9 %, p < 0,05). Otro estudio de menor calidad realizado en Alaska obtuvo resultados 
similares(204). La detección de marcadores moleculares en el ADN fecal sigue siendo un 
duro reto debido a la influencia de factores biológicos y limitaciones técnicas. Se 
necesitan técnicas de detección extremadamente sensibles para lograr una tasa de 
detección óptima debido a la baja abundancia de ADN humano con respecto al ADN 
microbiano en la muestra original, la presencia minoritaria de ADN específico de tumor 
frente al ADN de tejido sano y a la presencia de inhibidores de PCR en las muestras 
fecales(421).  
La tecnología ddPCR, que ha mejorado la sensibilidad en la detección de mutaciones de 
alelos minoritarios en bajas concentraciones de ADN obtenido a partir de fluidos 
biológicos, como plasma(422, 423) y orina(424, 425) se basa en reacciones de 
amplificación de diez mil hasta millones de gotas microscópicas en una escala de 
nanolitros, logrando la amplificación por PCR de las moléculas contenidas en cada gota. 
Utilizando la ddPCR se ha demostrado que los pacientes con CCRm y/o con menos del 
1% de la fracción KRAS mutada pueden beneficiarse de la terapia anti-EGFR. En el 
campo de la Oncología, el análisis de fluidos biológicos está ganando un interés creciente 
como una herramienta no invasiva y predictiva de gran valor clínico para controlar la 
progresión de la enfermedad y la respuesta al tratamiento haciendo innecesarias las 
biopsias en serie. Hipotéticamente, el ADN del tumor debe eliminarse al contenido fecal 
intestinal antes de llegar al torrente sanguíneo. Esto conllevaría a que las pruebas de ADN 
fecal sean más sensibles en el cribado del CCR, al poder detectarse precozmente 
comparado con el plasma u otros fluidos biológicos(250). La detección de mutaciones 
KRAS por ddPCR ya se ha descrito utilizando una variedad de plataformas ddPCR 
disponibles en el mercado, con resultados variables(423, 426-430). La mayoría de ellos 
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se han centrado en la detección de mutaciones de KRAS en plasma, incluida nuestra 
publicación sobre la detección de la mutación G12V en pacientes con CCR(431).  
Con respecto al análisis de ADN fecal, hay varias publicaciones que informan los 
resultados de la detección de mutaciones usando sistemas análogos a la ddPCR(421, 432-
436). En 2008, se utilizó una prueba digital denominada BEAMing para detectar 
mutaciones en muestras fecales y en el ADN plasmático de pacientes con CCR. El ADN 
extraído de muestras fecales de 25 pacientes con CCR se examinó antes de la cirugía. En 
23 pacientes del total (92%) se logró detectar las mismas mutaciones presentes en el ADN 
de tejido tumoral, mientras que sólo se detectaron dichas mutaciones en el 50% de las 
muestras de ADN plasmático. Estos resultados destacan una superioridad en detección de 
mutaciones en el ADN de muestras fecales en comparación con las muestras sanguíneas. 
En el estudio de Deng y cols. se analizó un panel de 8 mutaciones dentro de tres genes 
(APC, TP53 y KRAS) en muestras fecales de pacientes con CCR utilizando el Target 
Enriched Multiplex PCR (Tem-PCR®), una emulsión aceite-agua, un terminal dUTP 
marcado e incorporado en las sondas específicas de mutación y una matriz de hidrogel. 
La viabilidad del ensayo se evaluó utilizando muestras fecales de 10 pacientes con CCR, 
debido a que no se pudo obtener una cantidad óptima de ADN en 2 muestras, sólo se 
pudieron detectar mutaciones en el ADN de 8 muestras fecales. Además, no todas las 
muestras tenían sus correspondientes muestras de tejido tumoral, por lo que sólo se pudo 
confirmar la presencia de la mutación en el ADN de las 4 muestras de tejido tumoral 
disponibles(435). Este trabajo fue la continuación de una publicación previa realizada por 
el mismo grupo de estudio donde se utilizó la tecnología denominada MDHB 
(Multiplexed Digital-PCR coupled with Hydrogel Bead-array)  para detectar los niveles 
de expresión relativa de cuatro genes relacionados con el CCR (C-MYC, COX-2, MMP7 
y DPEP1) en 8 muestras de tejido tumoral y 9 muestras de muestras fecales de pacientes 
con CCR(433). 
De manera similar, Pekin y cols. describieron un sistema para una detección sensible y 
cuantitativa de las mutaciones del oncogen KRAS utilizando la tecnología ddPCR(434). 
Sin embargo, este método sólo pudo ser validado en el ADN genómico de algunas líneas 
celulares por lo que es necesario realizar análisis adicionales en la detección de 
mutaciones KRAS en muestras clínicas para confirmar la aplicabilidad de este enfoque. 
En 2015, se propuso un método tecnológico denominado MLPA-DABA (multiplex 
ligation-dependent probe amplification–digital amplification coupled with hydrogel 




específicas libres de colorante y la tecnología PCR de emulsión digital (emPCR), 
permitiendo el análisis simultáneo de expresiones múltiples y mutaciones de genes en 
baja proporción en una plataforma de detección única.  Seis genes (β-ACTIN, C-MYC, 
HRAS, CD44v6, COX-2 y NRAS) y tres mutaciones puntuales en el gen APC se analizaron 
con éxito utilizando este método en muestras de fecales de pacientes con CCR 
demostrando su potencial en el diagnóstico temprano(436). Vale la pena mencionar que, 
aunque han pasado varios años desde que se publicaron los resultados, ninguno de estos 
sistemas ha continuado desarrollándose y se ha sometido a una validación clínica. Un 
nuevo enfoque que se ha aplicado recientemente para la detección de mutaciones en los 
genes conductores del CCR en el ADN de muestras fecales es la SNG basada en 
amplicones(417). Sin embargo, esta metodología también requiere una mayor validación 
en una cohorte de pacientes más grande antes de su implementación en la práctica clínica 
habitual. 
En nuestro estudio, el ADN de muestras fecales de pacientes con CCR se obtuvo con 
éxito en todos los casos. La mutación KRASG12D se determinó por pirosecuenciación de 
tejido FFPE como patrón de referencia. Los resultados de la detección de mutaciones 
KRASG12D en tejido tumoral FFPE mediante ddPCR concuerdan totalmente con el análisis 
de pirosecuenciación, como se esperaba, dado que se ha demostrado que la ddPCR 
alcanza una sensibilidad incluso más alta que el método de pirosecuenciación(437). 
Una vez que la mutación KRASG12D fue examinada en tejidos tumorales FFPE, también 
se analizó el ADN de muestras fecales de los mismos pacientes. Se pudo detectar la 
mutación KRASG12D en 8 de 10 muestras de ADN de pacientes en los cuales se tenía el 
conocimiento previo de que presentaban la mutación mediante pirosecuenciación. Cabe 
señalar que las dos muestras negativas mostraron un pico de absorbancia a 230 nm de 
longitud de onda. Se midió la absorbancia a una longitud de onda de 230 nm para estimar 
la pureza de los extractos de ácido nucleico, ya que se ha utilizado como un indicador del 
nivel de inhibidores de PCR potenciales en muestras fecales(438). Estos autores sugieren 
que los valores de absorbancia superiores a 230 nm podrían atribuirse a la presencia de 
compuestos orgánicos o sales caotrópicas, así como a otras sustancias asociadas con la 
turbidez de las muestras. Por lo tanto, la sensibilidad de detección podría reducirse en 
gran medida por la presencia de inhibidores de PCR en la muestra. Un posible enfoque 
que se ha propuesto para disminuir la concentración de inhibidores de la PCR en la 
muestra consiste en realizar una dilución 1:10 o mayor de los ácidos nucleicos en bruto. 
Sin embargo, la dilución de la muestra podría reducir la probabilidad de detectar la 
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mutación, ya que la concentración de ADN también podría verse disminuida. De hecho, 
esta estrategia no mejoró nuestros resultados. Sin embargo, se detectaron alelos wild-type 
en todas las muestras, independientemente de la presencia de eventos mutados e 
inhibidores de la PCR. Esto podría ser presumiblemente debido a la abundancia 
significativamente mayor de moléculas wild-type con respecto a las mutadas. Se deben 
realizar más estudios en una cohorte de pacientes más grande para evitar falsos negativos. 
Como se describió previamente, estos estudios propondrían calcular un factor de dilución 
apropiado que permita reducir la concentración de inhibidores sin diluir el ADN objetivo 
por debajo del límite de detección.  
Destaca la muestra ID del paciente 17 donde se observó una notable concentración de 
copias mutantes y tipo wild-type, esto debido presumiblemente a la preparación intestinal 
mediante enemas previo a la toma de muestra, cumpliendo con el protocolo prequirúrgico 
establecido en el centro. Nuestra hipótesis de este resultado es que la limpieza 
endoluminal podría haber aumentado la exfoliación de las células tumorales a la luz 
intestinal. En ese caso, esta observación plantea la cuestión de si la preparación intestinal 
previa a la toma de muestras podría ser o no aconsejable para aumentar la sensibilidad de 
la detección de las mutaciones de KRAS mediante ddPCR al aumentar la cantidad de ADN 
humano para su estudio. 
Los recientes avances en biología molecular permiten realizar un diagnóstico temprano 
no invasivo de CCR mediante el análisis de las células exfoliadas en la luz intestinal en 
las muestras de heces de pacientes con CCR. Hasta donde sabemos, este es el primer 
estudio que evalúa la sensibilidad de la detección de la mutación KRASG12D en el ADN de 
muestras fecales de pacientes con CCR utilizando esta plataforma de ddPCR. Sólo fue 
posible el análisis de la mutación de KRAS más prevalente (G12D) en nuestra población 
de estudio debido a que era la única con un número suficiente de muestras disponibles 
para su estudio (n = 10). Para mutaciones de menor incidencia, como G12V, el número 
de muestras parecía insuficiente para determinar resultados concluyentes. 
Como principales limitaciones se puede plantear el reducido número de pacientes 
obtenidos con la mutación mayoritaria en el CCR, aunque el porcentaje de mutación 
KRAS fue el esperado en nuestro grupo de estudio. Se logró el análisis de 10 pacientes 
con la mutación G12D, lo que limita el valor interno y externo de nuestro estudio y el 
análisis estratificado de supervivencia en función del tipo de mutaciones KRAS. Todo ello 
podría justificarse por el elevado coste de los análisis de pirosecuenciación y ddPCR y la 




Por otro lado, debido a que la oncogénesis del CCR, que involucra la interacción de 
múltiples genes, es un proceso de varias etapas, como la activación de protooncogenes y 
la inactivación de genes supresores, el método de detección de un solo gen podría a 
menudo diagnosticar la enfermedad de forma errónea; por lo tanto, la detección 
combinada de múltiples genes podría aumentar la capacidad diagnóstica de la enfermedad 
Hoy en día, la tecnología de la ddPCR ofrece la posibilidad de detectar todas las 
mutaciones en los codones 12 y 13 de KRAS utilizando un ensayo multiplex comercial 
desarrollado recientemente por el fabricante (Bio-Rad). Un ensayo múltiplex que cubra 
simultáneamente todas las mutaciones de KRAS relevantes para la toma de decisiones de 
terapia anti-EGFR maximizaría los beneficios y optimizaría la relación costo-efectividad 











































El presente trabajo según los resultados obtenidos permite concluir: 
 
1. En el 80% de los casos positivos para la mutación G12D del gen KRAS por 
pirosecuenciación en tejido tumoral FFPE, se detectó mediante ddPCR en el 
ADN fecal. 
 
2. El método desarrollado en este estudio permite la obtención de ADN humano en 
concentración suficiente, a partir de muestras fecales de pacientes diagnosticados 
de CCR. 
 
3. La mutación puntual con mayor incidencia en el gen KRAS, detectada en el ADN 
obtenido del tejido tumoral FFPE mediante pirosecuenciación fue G12D. 
 
4. La detección de la mutación G12D del gen KRAS mediante ddPCR en el ADN 
obtenido a partir de muestras fecales y tejido tumoral FFPE, en pacientes con 
CCR, es factible, reproducible y equiparable con resultados obtenidos mediante 
la técnica de pirosecuenciación. 
 
5. La mutación del gen KRAS, la cual se indentificó en su mayoría de los casos en 
tumores localizados en colon izquierdo, se asoció a una menor supervivencia 
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